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Le travail expérimental supporté par cette thèse s’intéresse à la physiopathologie 

de l’ischémie critique du membre inférieur, et tout particulièrement au rôle de la 

signalisation des membres de la famille des morphogènes Hedgehod (Hh) dont Sonic 

Hedgehog et Desert Hedgehog. Cette thèse explore de nouvelles pistes 

thérapeutiques pour revasculariser et régénérer les tissus ischémiques, elle explore 

notamment l’effet des ligands Hh sur l’angiogenèse médiée par l’ischémie artérielle 

et le rôle de Dhh-Klf2 au niveau des cellules endothéliales dans différents modèles 

d’ischémie artérielle. L’introduction, structurée en 4 chapitres, présente 

successivement le diabète, l’ischémie critique chronique, les voies de signalisation 

Hh et enfin le lien entre ces voies de signalisation Hh et les vaisseaux, afin de 

permettre de situer l’objectif de ce travail de recherche. 

I. DIABETE 

A. Généralités 

 

La progression du diabète revêt une allure pandémique avec 422 millions de 

personnes touchées à travers le monde, 3.5 millions de personnes touchées en 

France, et une atteinte préférentielle des pays industrialisés ou en voie de 

développement en lien avec une occidentalisation du mode de vie et le vieillissement 

des populations (WHO 2020). De plus, les sujets atteints sont de plus en plus jeunes 

(Figure 1).  

 

Il s’agit d’une carence ou d’un défaut d'utilisation de l'insuline qui entraîne un excès 

de sucre dans le sang. L’insuline est une hormone produite par le pancréas qui 

permet au glucose contenu dans les aliments d'être utilisé par les cellules de 

l’organisme afin qu’elles disposent de l’énergie nécessaire à leur fonctionnement. Si 

l'insuline est insuffisante ou ne remplit pas son rôle, le glucose ne peut plus servir 

de source énergétique aux cellules et s'accumule dans le sang avant d’être éliminé 

dans les urines.  

 

Le diabète de type 1 (diabète insulino-dépendant) représente 5 à 10% de la totalité 

des cas de diabète. Il apparait généralement chez l'enfant ou chez le jeune adulte. 

Il se caractérise par une production insuffisante d’insuline suite à une destruction 
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des cellules β des îlots de Langerhans par le système immunitaire. Les symptômes 

sont les suivants : excrétion excessive d’urine (polyurie), sensation de soif 

(polydipsie), faim constante, perte de poids et asthénie.  

 
Figure 1. Aperçu mondial de la situation actuelle et estimée de la pandémie 

diabétique (IDF, 2017). 
 

Le diabète de type 2 (diabète non insulino-dépendant) représente 90 à 95% des cas 

de diabète diagnostiqués. Il est bien établi que le risque de diabète de type 2 dépend 

à la fois de facteurs génétiques et environnementaux (populations autochtones, 

latino-américaines, asiatiques et d’origine africaine). Les facteurs génétiques jouent 

un rôle indéniable dans la survenue du diabète de type 2 puisque l’héritabilité du 

diabète de type 2 est estimée entre 20 et 80 % suivant les études (Hartemann et 

Grimaldi 2019). Cependant, les variations ethniques semblent être attribuables aux 

facteurs environnementaux et culturels, et dans une moindre mesure à des variants 

génétiques de prédisposition.  En effet, même s’il existe des gènes de prédisposition 

à l’insulino-résistance, le surpoids/l’obésité, un manque d’activité physique ainsi 

qu’une alimentation riche en graisses contribuent à son apparition. En situation de 
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pléthore énergétique, le stockage des lipides dans le tissu adipeux se trouve dépassé 

et les lipides sont stockés de manière ectopique au niveau des muscles, du foie 

(engendrant une stéatose hépatique), et du pancréas (entrainant une obésité 

viscérale). Cette localisation ectopique des graisses va induire une insulino-

résistance au niveau des muscles et du foie, notamment par lipotoxicité. Cette 

insulino-résistance induit un stress majeur pour les cellules bêta-pancréatiques qui 

augmentent leur sécrétion d’insuline pour surmonter le défaut d’action de l’insuline 

sur ses cellules cibles. Cependant, avec le temps, la capacité de sécrétion d’insuline 

des cellules β pancréatiques va s’affaiblir et en conséquence la glycémie va 

augmenter, conduisant à l’apparition d’une intolérance au glucose, d’une 

hyperglycémie puis d’un diabète. 

 

Les symptômes peuvent être similaires à ceux du diabète de type 1 mais sont souvent 

moins marqués. De ce fait, la maladie peut être diagnostiquée plusieurs années après 

son apparition, lorsque les complications commencent à apparaitre. 

 

B. Mécanismes physiologiques et physiopathologiques du système vasculaire 

 

Le diabète provoque 1.6 millions de décès/an et l’hyperglycémie entraîne 2.2 

millions de décès/an (WHO 2020). En effet, l’hyperglycémie chronique peut 

engendrer de graves complications dont la prise en charge implique d’importants 

enjeux humains et financiers : 

- Les complications microvasculaires (microangiopathie) sont les plus 

fréquentes. Elles conduisent à la neuropathie, la néphropathie et la 

rétinopathie, 

- Les complications macrovasculaires (macroangiopathie) représentent 

l’atteinte des artères musculaires, de l’aorte aux petites artères distales d’un 

diamètre supérieur à 200 µm. Elles sont responsables de pathologies 

cardiaques, d’accidents vasculaires cérébraux et d’atteintes vasculaires 

périphériques aussi appelées artériopathie oblitérante des membres inférieurs 

(AOMI), 

- Une immunodépression qui est responsable d’une susceptibilité accrue à 

certaines infections. 
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En réalité, le terme de macroangiopathie regroupe deux pathologies artérielles 

distinctes : 

- D’une part, l’athérosclérose, qui semble histologiquement identique à 

l’athérosclérose du patient non diabétique, mais dont la prévalence et la 

sévérité sont plus importantes,  

- D’autre part, l’artériosclérose, caractérisée par une prolifération 

endothéliale et une dégénérescence de la média aboutissant à la 

médiacalcose, plus spécifique des patients diabétiques et hémodialysés. 

 

Ces lésions provoquent une diminution de la lumière artérielle (sténose), pouvant 

aboutir à une thrombose, et par conséquent à une diminution des apports sanguins 

au niveau, notamment, des membres inférieurs dans le cadre de l’AOMI. Ainsi, 29% 

des patients diabétiques de plus de 50 ans souffrent d’AOMI, soit une prévalence 2 à 

5 fois supérieure à celle de la population générale (American Diabetes Association 

2003).  

 

L’artérite diabétique se caractérise par une atteinte préférentielle des petites 

artères, situées sous le genou. On parle dans ce cas d’artérite distale avec pour 

conséquence une diminution de la perfusion des muscles et des tissus cutanés des 

extrémités, en particulier du pied. L’évolution peut être grave avec une majoration 

du risque d’amputation majeure par 5 par rapport à la population générale (American 

Diabetes Association 2003). 

 

1. Organisation du système vasculaire 

 

Le sang est transporté dans l'organisme par un réseau de vaisseaux sanguins : 

- Les artères, qui transportent le sang en provenance du cœur, se ramifient 

en vaisseaux de plus en plus petits pour donner les artérioles.  

- Le sang passe ensuite au niveau des capillaires sanguins, qui permettent les 

échanges entre le sang et le liquide interstitiel dans lequel baignent les 

cellules : ce sont eux qui assurent l’apport de nutriments et d’oxygène aux 

cellules et la prise en charge des déchets issus du métabolisme cellulaire.  
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- Puis, les veinules et les veines convergent et fusionnent pour former des 

vaisseaux de plus en plus gros qui ramènent le sang vers le cœur.  

 

De plus, les vaisseaux sanguins fournissent des passerelles pour la surveillance 

immunitaire. 

 

A. Organisation du système vasculaire - Adapté de (Reece et Campbell 2011) 
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B. Différentes tuniques des vaisseaux  
 

 
 

Figure 2. Le système vasculaire. 
 

 
La paroi des artères et des veines est constituée de 3 tuniques entourant la 

lumière (Figure 2) :  

- L’intima (tunique interne) : épithélium simple composé d’une monocouche de 

cellules endothéliales (CE) reposant sur une lame basale qui tapisse la 

lumière des vaisseaux, appelé endothélium, en continuité avec l'endocarde. 

Les vaisseaux de diamètre supérieur à 1mm présentent une couche sous-

endothéliale constituée de tissu conjonctif lâche.  



 22 

- La media (tunique intermédiaire) constituée de cellules musculaires lisses 

(CML) et de feuillets d'élastine et encadrée par une limitante élastique interne 

et externe. Le muscle lisse vasculaire est sous le contrôle des neurofibres 

vasomotrices du Système Nerveux Autonome sympathique qui selon les 

besoins de l'organisme participent soit à la vasoconstriction soit à la 

vasodilatation. La tunique moyenne régit ainsi le débit et la pression du sang.  

- L’adventice (tunique externe) est composée de fibres de collagène, dont les 

rôles sont de protéger les vaisseaux et d'attacher ceux-ci aux structures 

environnantes, de neurofibres, de vaisseaux lymphatiques et de minuscules 

vaisseaux sanguins (vasa vasorum) qui nourrissent les tissus externes de la 

paroi des gros vaisseaux. 

 
Les capillaires sanguins sont les plus petits vaisseaux sanguins de l'organisme. Leur 

paroi est souple et fragile, composée d'une monocouche de CE et d’une couche 

clairsemée de péricytes, entourée d'une membrane basale simple structurée par 

quelques fines fibres de collagène. 

 

 2. Morphogenèse vasculaire 

 

La formation des vaisseaux est un processus complexe qui se déroule au cours du 

développement embryonnaire mais également dans les organismes adultes dans des 

conditions physiologiques, de réparation, ou pathologiques.  

 

La capacité à développer un réseau vasculaire collatéral en réponse à une hypoxie 

tissulaire est un élément déterminant de la réponse de l'organisme et conditionne 

fortement sa capacité à éviter ou limiter les complications ischémiques de la maladie 

diabétique. Or, le développement de néo-vaisseaux est considérablement réduit 

chez le diabétique atteint d'une insuffisance coronaire et/ou d' une AOMI ce qui 

constitue un élément d'explication de l'évolution sévère de ces pathologies chez le 

patient diabétique (Silvestre et Lévy 2006). 

 

Trois processus non exclusifs ont été décrits pour expliquer la formation des 

vaisseaux : la vasculogenèse, l’artériogenèse et l’angiogenèse. Ces processus 
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nécessitent une régulation fine, faisant intervenir différents types cellulaires : des 

cellules souches et des cellules progénitrices mais aussi des cellules différenciées 

vasculaires ou non telles que les CE, les CML, les cellules inflammatoires, les 

fibroblastes, et de nombreux composants de la matrice extracellulaire. L’activation 

de ces processus résulte de la balance entre l’action de facteurs anti- et pro-

angiogéniques. Un dérèglement de cette balance contribue à l’apparition de 

pathologies. Ainsi, la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans la morphogenèse capillaire est un enjeu majeur en terme 

thérapeutique.  

 

2.1 La vasculogenèse, formation d’un réseau primitif 

 

Chez l’embryon, le réseau vasculaire primitif se forme par l’assemblage de 

précurseurs endothéliaux dérivés du mésoderme : les hémangioblastes et 

angioblastes qui se caractérisent par l’expression de marqueurs de CE : Pecam1 

(Platelet/endothelial cell adhesion molecule), aussi connue sous le nom de CD31 

(cluster de différentiation), de cellules souches CD34, du récepteur de type 1 et 2 

du VEGF (vascular endothelial growth factor, VEGFR-1 et -2), de CD105 (endogline), 

du facteur von Willebrand, de l’ACE (enzyme de conversion de l’angiotensine), la 

VE-Cadh ou Cdh5 (vascular endothelial-cadherin-5), et de la P-sélectine (Swift et 

Weinstein 2009) (Figure 3).  

 

Au cours de la vasculogenèse embryonnaire, le VEGFA, son récepteur VEGFR-2 et le 

FGF2 (Fibroblast Growth Factor) favorisent la différenciation des angioblastes, alors 

que l’activation du récepteur VEGFR-1 inhibe l’engagement des hémangioblastes 

dans cette voie (P. Carmeliet et al. 1996; Ferrara et Alitalo 1999). 

 

La vasculogenèse est également régulée par les facteurs qui modulent les 

interactions entre les CE, les macromolécules de la matrice, la fibronectine ou les 

récepteurs matriciels dont l’intégrine α5 (Bader et al. 1998).  
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Figure 3. origine des cellules endothéliales - adapté de (Jin and Patterson 2009) 

 
 

Différentes études montrent aujourd’hui que la vasculogenèse n’est pas limitée au 

développement embryonnaire. Des précurseurs endothéliaux ont été identifiés dans 

la moelle osseuse et le sang périphérique chez l’adulte : Le VEGFA, le CSF2 

(granulocyte-macrophage Colony stimulating factor) et l’IGF1 (Insulin Like Growth 

Factor) stimulent la différenciation et le recrutement des précurseurs endothéliaux. 

Il a été décrit notamment que des progéniteurs peuvent coloniser les sites 

angiogéniques et les prothèses vasculaires chez l’adulte (Takahashi et al. 1999; 

Peichev et al. 2000). 

 

2.2 L’angiogenèse 

 

L’angiogenèse correspond à l’extension du réseau vasculaire par bourgeonnement à 

partir de vaisseaux préexistants. Chez l’adulte, les vaisseaux sont quiescents. 

Cependant, les CE conservent un haut niveau de plasticité qui leur permet de 

répondre aux signaux pro-angiogéniques afin de former des néo-vaisseaux (Adams et 

Alitalo 2007; Peter Carmeliet et Jain 2011). 
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D’autres mécanismes comme la division de vaisseaux préexistants ou 

intussusception sont également décrits (Makanya, Hlushchuk, et Djonov 2009; Fang 

et Salven 2011).  

 

2.2.1. Vasodilatation, perméabilité endothéliale et support péri-endothélial 

 

L’angiogenèse débute par une vasodilatation NO (monoxyde d’azote) dépendante, 

initiée par HIF1α (Hypoxia Inducible Factor), puis la perméabilité vasculaire 

augmente en réponse au VEGFA et conduit à l’extravasation des protéines 

plasmatiques qui forment un support temporaire permettant la migration des CE à 

travers la paroi vasculaire. Pour migrer, les CE perdent leurs contacts inter-

endothéliaux et se libèrent de leur support péri-endothélial.  

 

La perméabilité vasculaire est finement régulée pour empêcher une fuite vasculaire 

excessive, délétère pour l’organisme. L’Angpt1 (Angiopoïétine 1), un ligand du 

récepteur endothélial Tie2 (Tek endothelial-specific receptor tyrosine kinase), 

favorise la cohésion cellulaire, tandis que l’Angpt2, un inhibiteur de la signalisation 

transmise par le récepteur Tie2, est responsable de la déstabilisation du vaisseau 

(Thurston et al. 2000). Ce facteur libère les CML et induit la protéolyse matricielle 

(Maisonpierre et al. 1997; Gale et Yancopoulos 1999).  

 

La protéolyse matricielle est régulée par plusieurs facteurs : les protéinases de 

l’activateur du plasminogène, les MMPs (matrix metalloproteinase) et les familles de 

la chymase et de l’héparinase. Des facteurs piégés dans la matrice extracellulaire 

sont alors libérés notamment le FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), le VEGFA et 

l’IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) (Coussens et al. 1999).  

 

L’augmentation de perméabilité est également modulée par la formation de fenêtres 

et par la redistribution des protéines de jonction comme CD31 et la VE-Cadh. 
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2.2.2. Prolifération migration et différenciation des CE 

 

Sous l’action des facteurs de croissance libérés par la protéolyse de la matrice extra 

cellulaire, les CE vont migrer et proliférer. D’autres éléments de la matrice 

extracellulaire comme les fragments peptidiques, la fibrine ou l’acide hyaluronique 

stimulent également la migration et la prolifération des CE.  

 

Les facteurs de croissance impliqués dans la migration et la prolifération des CE 

peuvent être classés en sous catégories :  

- La famille du VEGF et des angiopoïétines qui agissent spécifiquement sur les 

CE. Le VEGF stimule la migration et la prolifération des CE ; l’Angpt1 induit la 

maturation des vaisseaux en stimulant l’interaction entre les CE et les cellules 

péri-endothéliales, effet bloqué par l’Angpt2, antagoniste naturel de l’Angpt1 

(Gale et Yancopoulos 1999; Suri et al. 1998). 

- La famille des cytokines, des chemokines et des enzymes angiogéniques, 

qui activent un grand nombre de cibles cellulaires, parmi lesquelles les CE  

- La famille de molécules agissant de façon indirecte en favorisant la libération 

de facteurs angiogéniques par les macrophages, les CE ou les cellules 

tumorales. Les facteurs les plus importants sont le TNFα (Tumor necrosis 

factor) et le TGFβ1 (Transforming Growth Factor).  

o In vivo, le TGFβ1 stimule l’angiogenèse et l’expression du TNFα, du 

FGF2, du PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et du VEGF en attirant 

les cellules inflammatoires (Lindahl et al. 1998; Zhou et al. 1998).  

o Le TNFα, lui, stimule l’expression du VEGF, de son récepteur, et 

d’autres facteurs pro-angiogéniques par les CE, comme le CXCl8 (C-X-

C motif chemokine 8) et le FGF2 (Guo et al. 2000).  

 

Le processus d’invasion cellulaire, de migration et de prolifération ne dépend pas 

uniquement des enzymes, des facteurs de croissance et de leurs récepteurs ; il 

dépend aussi de molécules d’adhésion cellulaire.  
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Au cours de la migration, les interactions entre les CE et la matrice extracellulaire 

sont contrôlées par les intégrines notamment l’intégrine αvβ3 qui relocalise MMP2 

(Matrix Metalloprotéinase 2) à la surface des CE.  

 

Les interactions cellule-cellule sont réalisées par CD31 (Ilan et al. 1999), ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule) et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), la P-

selectin et l’E-selectin (Koch et al. 1995) ainsi que l’EFNB2 (Wilkinson 2000). 

 

La migration et la prolifération des CE sont contrôlées par l’équilibre entre les 

facteurs activateurs, décrits précédemment, et des facteurs inhibiteurs, comme le 

PLG (plasminogen), l’endostatine (Collagen, type XVIII, alpha 1), l’antithrombine III, 

l’interferon β, le LIF et le facteur plaquettaire 4 (O’Reilly et al. 1994; 1997).  

 

Différents types de CE spécialisées, chacune avec des fonctions distinctes, sont 

nécessaires pour le bourgeonnement des vaisseaux (Siekmann et Lawson 2007) :  

- La « tip cell » (cellule de pointe) émet des filopodes lui permettant 

d’explorer l’environnement à la recherche de signaux attractifs ou répulsifs, 

et migre dans la matrice extra-cellulaire dégradée,  

- Les « stalk cell » restent alignées et jointives derrière la « tip cell » de façon 

à allonger progressivement le bourgeon vasculaire par des divisions mitotiques 

successives.  

 

Cette différenciation des CE est contrôlée par le système Notch/Dll4 (Delta-like 

4)(Hellström et al. 2007). La « tip cell » surexprime Dll4 en réponse au VEGF ; en se 

liant aux récepteurs Notch de la « stalk-cell », Dll4 réprime l’expression du VEGFR-

2 ce qui diminue la réponse migratoire. La « stalk cell » s’engage alors dans une 

réponse mitogène. Le système Notch/Dll4 agit ainsi comme un régulateur très fin de 

la croissance vasculaire (Figure 4).  

 

Après avoir migré et proliféré, les CE s’assemblent en tubes capillaires au sein 

desquels se forme la lumière vasculaire. Le VEGFA189 diminue le diamètre de la 

lumière des vaisseaux alors que le VEGFA121 et le VEGFA165 ainsi que leurs récepteurs 
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stimulent la formation de la lumière vasculaire en plus d’augmenter la longueur des 

vaisseaux.  

 

Les macrophages facilitent les nouvelles connections entre bourgeons vasculaires en 

promouvant le contact entre les filopodes des « tip cells ». 

 

A. Différentes cellules endothéliales impliquées dans l’angiogenèse 
 

 

B. Angiogenèse par bourgeonnement   

 
 

Figure 4. Processus d’angiogenèse - adapté de (Geudens et Gerhardt 2011) 
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2.2.3. La maturation vasculaire 

 

Les néo-vaisseaux subissent ensuite une maturation vasculaire, en lien avec 

l’augmentation de la pression sanguine et des forces de cisaillement, afin 

d’acquérir une structure plus stable et un calibre régulable (Wagenseil et Mecham 

2009; Iruela-Arispe et Davis 2009). Cette maturation correspond au recrutement de 

cellules murales sur la surface externe de ces vaisseaux, la lame basale les séparant 

des CE. 

 

Tous les types de vaisseaux présentent des cellules murales, elles expriment les 

marqueurs NG2 (Neural/glial antigen), le PDGF-Rb (récepteur b au PDGF), la desmine 

et l’a-SMA (actine musculaire lisse). Ces cellules murales sont importantes pour le 

développement et le maintien du réseau vasculaire, particulièrement la régulation 

de la perméabilité vasculaire.   

 

En fonction de leurs caractéristiques, on distingue 2 phénotypes de cellules murales :  

- Les cellules musculaires lisses, qui recouvrent les artères et les veines et 

ont une fonction vasomotrice et de production de matrice extracellulaire leur 

permettant d’acquérir une résistance à la pression (Potente, Gerhardt, et 

Carmeliet 2011). Elles forment des couches concentriques autour de 

l’endothélium et constituent la media des gros vaisseaux. 

- Les péricytes, qui forment une mono-couche de cellules autour des 

vaisseaux de diamètre plus petit (artérioles, capillaires et veinules). Ils 

assurent une fonction trophique et de survie des CE (Hoch et Soriano 2003) et 

participeraient à la communication intercellulaire et à l’échange de signaux 

entre les CE. Ils sont associés beaucoup plus étroitement avec l’endothélium, 

et partagent notamment sa membrane basale qu’ils l’ont aidé à synthétiser 

(Armulik, Abramsson, et Betsholtz 2005). Ils peuvent présenter des 

communications directes péricytes-endothélium au niveau de certaines 

régions dépourvues de lame basale. Les péricytes peuvent recouvrir une partie 

du vaisseau ou l’entourer totalement (Gaengel Konstantin et al. 2009). Le taux 

de recouvrement des vaisseaux par les péricytes varie en fonction des organes 

et reflète leurs besoins et fonctions : dans la rétine, où la perméabilité 
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vasculaire est très finement régulée, le ratio péricyte/CE est de 1:1, tandis 

que dans le muscle squelettique le ratio péricyte/CE est de 1:100.  

 

Ces cellules murales sont issues de cellules progénitrices circulantes ou migrent 

depuis les vaisseaux préexistants. Elles sont recrutées par différents facteurs 

produits en partie par les CE, comme le PDGF-b ou le VEGFA (P. Carmeliet 2000), qui 

sont chimiotactiques pour les CML. D’autres facteurs, comme l’Angpt1, stabilisent 

les vaisseaux en facilitant l’interaction entre les CE et les cellules murales (M. 

Thomas et Augustin 2009). De plus, l’Angpt1 stimule la signalisation du TGF-β qui 

favorise la différenciation des CML tout en inhibant la prolifération et la migration 

des CE (Pepper 1997). Les molécules de la matrice extracellulaire, comme le 

collagène, la laminine, la fibronectine, l’élastine, les glycosaminoglycanes, les 

protéoglycanes et les molécules d’adhésion participent également à la maturation, 

la différenciation et la stabilisation endothéliale (Stringer 2006; Rhodes et Simons 

2007).  

 
2.3 L’artériogenèse 

 

L’artériogenèse correspond à l’augmentation du diamètre des collatérales artérielles 

néoformées ou préexistantes. Ce processus est sous le contrôle de facteurs 

mécaniques, de cytokines et de récepteurs d’adhésion cellulaire. L’artériogenèse est 

liée à l’augmentation de la pression dans les vaisseaux, qui augmente le flux sanguin 

et donc les forces de cisaillement au niveau de l’endothélium (Prior, Yang, et 

Terjung 2004). En réaction, les vaisseaux augmentent de diamètre jusqu’à ce que 

les forces de cisaillement se normalisent. Cela conduit à la production par 

l’endothélium de molécules induisant l’augmentation du diamètre des vaisseaux ; 

parmi elles, la MCP1 (monocyte chemoattractant protein) qui augmente 

l’attachement des monocytes à la paroi vasculaire, le TNFα qui fournit un 

environnement inflammatoire à ces cellules, le FGF2 qui stimule les mitoses dans les 

CE et les MMP qui réarrangent l’espace autour des artères pour favoriser leur 

expansion (Van Royen et al. 2001). Une fois que les forces de cisaillement retrouvent 

un niveau stable, le NO participe à son tour à l’artériogenèse en réponse à 

l’augmentation du flux sanguin (Tronc et al. 1996) (Figure 5).  
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Figure 5. Processus d’artériogenèse 
 

3. Fonction endothéliale 

 
Longtemps estimée comme une épaisseur inactive entre le sang et la paroi des 

vaisseaux sanguins, l’endothélium est maintenant considéré comme un organe à part 

entière, jouant un rôle important dans le contrôle de nombreuses fonctions 

physiologiques. L’endothélium vasculaire n’agit donc pas seulement en tant que 

barrière entre la lumière vasculaire et l’espace interstitiel mais est un véritable 

système régulateur en réponse à des stimuli physiologiques et pharmacologiques 

flux-dépendants ou à l’expression de facteurs neuro-hormonaux.  

 

Ainsi, en réponse aux stimuli, les CE synthétisent et libèrent de nombreux facteurs 

qui sont impliqués dans l’angiogenèse, l’hémostase, la perméabilité, la 

vasomotricité et le remodelage vasculaire (croissance et migration des CML), 

l’inflammation (en contribuant à la capture, l’adhésion et la diapédèse des 

leucocytes), et la fonction plaquettaire.  

 
3.1. Perméabilité  

 
L’endothélium constitue une barrière semi-perméable et hautement sélective entre 

le flux sanguin et l’espace interstitiel grâce aux jonctions inter-CE (Cahill et 

Redmond 2016) qui restreignent le passage des macro-molécules et protéines à 

travers la barrière endothéliale. Il y a une diffusion passive de molécules de taille 

inférieure à 3nm à travers les jonctions, tandis que les protéines de haut poids 
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moléculaire, comme l’albumine (67kDa, représentant 75% des protéines 

plasmatiques) et les cellules sanguines, sont retenues dans la circulation. Les 

jonctions permettent ainsi le maintien de l’homéostasie entre le tissu interstitiel et 

le sang.  

 

Les trois acteurs principaux sont les jonctions communicantes, les jonctions 

serrées et les jonctions adhérentes.  

 
3.1.1. Les jonctions communicantes  

 

Les jonctions communicantes permettent les échanges de petites molécules inter-

CE et CE-CML, tandis que le passage de plus grosses molécules se fait via des canaux 

trans-endothéliaux ou par transcytose, assurée par les cavéoles.  

 

Une jonction communicante fonctionnelle est composée de deux connexons situés 

dans la membrane plasmatique de CE adjacentes. Les connexons sont des hexamères 

de 6 connexines, des protéines transmembranaires ayant plusieurs isoformes. En 

fonction de leur composition, les connexons possèdent des caractéristiques uniques 

concernant la conductance, la perméabilité et la communication. L’expression de la 

connexine dans la paroi vasculaire n’est pas uniforme et varie en fonction de la taille 

du vaisseau et de son type. Une délétion de connexine entraîne des malformations 

vasculaires importantes et une dysrégulation de la résistance vasculaire avec des 

hypo ou hypertensions artérielles (Brisset, Isakson, et Kwak 2009). 

 

3.1.2. Les jonctions serrées 

 

Les jonctions serrées forment l’essentiel des jonctions intercellulaires apicales des 

CE, créant une barrière semi-perméable entre les cellules et régulant la perméabilité 

para-cellulaire. La composition, la structure et la présence des jonctions serrées 

varient selon les lits vasculaires.  

 

Les jonctions serrées sont ainsi plus présentes dans les artérioles alors que les 

veinules affichent plus de jonctions adhérentes. De même, la barrière hémato-
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encéphalique (BHE) représente un cas de jonctions serrées particulièrement régulées 

et closes.  

 

Les jonctions serrées sont composées de plusieurs protéines et molécules d’adhésion 

et sont ancrées au cytosquelette d’actine de la CE par les protéines ZO-1, ZO-2 et 

ZO-3 (zonula occludens). ZO-1 s’associe à de nombreuses protéines 

transmembranaires (claudine, occludine, et JAM-A (junctional adhesion molecule) 

impliquée dans la diapédèse leucocytaire), ou des protéines de liaison du 

cytosquelette (cinguline, b-caténine et indirectement la vinculine et la b-actine) 

(Matter et Balda 2003). Elle joue un rôle majeur dans le maintien de l’intégrité des 

jonctions car une diminution de son expression est associée à une augmentation de 

l’extravasation de protéines plasmatiques dans l’espace interstitiel.  

 

Grâce à leur prolongement cytoplasmique, les protéines d'adhésion se lient 

également à des protéines de signalisation, permettant la régulation dynamique de 

l’ouverture et de la fermeture de ces jonctions, ainsi que la transmission de signaux 

de signalisation aux CE (Dejana 2004). Par ailleurs, elles forment une sorte 

d’échafaudage permettant la liaison de plusieurs protéines effectrices, facilitant 

ainsi leur interaction.  

 
3.1.3. Les jonctions adhérentes  

 

Les jonctions adhérentes jouent un rôle dans l’inhibition de contact de la croissance 

des CE, la transmigration leucocytaire et le passage des solutés présents dans la 

circulation sanguine. De plus, elles permettent la bonne organisation structurelle 

des néo-vaisseaux lors de l’angiogenèse. Elles sont formées de la protéine 

transmembranaire VE-Cadh. La VE-Cadh est associée à l’a-, la b- et la p120-catenin 

au niveau des jonctions adhérentes. De plus, d’autres protéines de jonction telles 

que la « Vinculin » interagissent avec les caténines et participent au processus 

d’adhésion médié par la VE-Cadh. 
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L’altération des jonctions adhérentes par une perte d’intégrité du complexe 

d’adhésion de la VE-Cadh est une des causes majeures d’œdème tissulaire en 

condition pathologique (Corada et al. 2001).  

 
 

 
 

Figure 6. Organisation moléculaire des jonctions endothéliales (Dejana 2004) 
 

3.2. Vasomotricité  

 

En conditions physiologiques, l’endothélium peut moduler le tonus et la 

vasomotricité des CML sous-jacentes et influencer le débit sanguin tissulaire régional 

et la pression sanguine grâce à des facteurs vasodilatateurs ou vasoconstricteurs 

(Furchgott et Zawadzki 1980a). Afin de réguler la vasomotricité, le système nerveux 

et le système hormonal agissent sur les CML de façon directe ou indirecte via les CE 

et leurs récepteurs aux protéines G. Les CE sont activées par des stimuli chimiques 

tel que l’acétylcholine, la sérotonine, l’ADP (adénosine disphosphate), la 

vasopressine, les catécholamines ou des médiateurs de l’inflammation.  

 

Un stimulus mécanique peut également entrainer l’activation des CE : les 

contraintes de cisaillement ou les forces induites par l’étirement des parois. Après 

cette stimulation, les CE vont être en mesure de sécréter des molécules 

vasodilatatrices ou vasoconstrictrices. Parmi les facteurs vasodilatateurs synthétisés 
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par l’endothélium, on distingue la PGI2 (prostacycline), la bradykinine, le NO et 

l’EDHF (facteur endothélial hyperpolarisant), dont des dérivés de l’acide 

arachidonique, et les acides éicosatriénoiques particulièrement importants chez 

l’homme. Les facteurs vasoconstricteurs sont l’endothéline, les endoperoxydes, le 

TA2 (thromboxane A2), les anions superoxydes, l’AG II (angiotensine) et PAF (platelet 

activating factor). 

 

Le monoxyde d’azote 

 

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre gazeux produit par les CE qui a une 

demi-vie de quelques secondes dans le sang et diffuse dans un rayon d’une centaine 

de micromètres autour du lieu de sa synthèse.  

  

Le NO est synthétisé au sein des CE à partir de la L-arginine grâce à une enzyme 

homodimérique la NOS (NO-synthase) qui permet son oxydation en NO et L-citrulline 

(Furchgott et Zawadzki 1980b; Kasprzak, Kłosińska, et Drozdz 2006). Les monomères 

de NOS disposent d’un domaine réductase lui permettant la fixation des cofacteurs 

de la réaction (la FAD (Flavine Adénine Dinucléotide), la FMN (Flavine 

Mononucleotide), le NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit)) 

et d’un domaine oxygénase composé de l’hème, la BH4 (tétrahydrobiopterine) et le 

site de fixation de la calmudoline et de la L-Arginine.  

 

La NOS est présente dans tout le tissu cardiovasculaire, et au sein de la cellule elle 

est essentiellement localisée au niveau de l’appareil de Golgi et dans les cavéoles.  

 

Il existe trois isoformes de NOS, ayant 50 à 60% d’homologies :  

- La NOS I (neuronale) : permet la production de NO dans les terminaisons axonales 

non adrénergiques et non cholinergiques du système nerveux autonome.  

- La NOS II (inductible) : est exprimée sous le contrôle de nombreuses cytokines 

pro inflammatoires ou d’agents pathogènes.  

- La NOS III ou eNOS (endothéliale) : est exprimée dans l’endothélium de manière 

constitutive et activée par un grand nombre de substances. Elle est essentielle 

pour garantir les propriétés de l’endothélium et la fonction vasculaire 
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Leurs spécificités résident dans leur expression et leur activation. Les nNOS et eNOS 

sont constitutivement exprimées et nécessitent une activation par des stimuli 

physiques ou chimiques, produisant une faible quantité de NO. Ainsi, leur activation 

est dépendante de la concentration en calcium et se fait via la liaison de seconds 

messagers tel que l’IP3 (inositol triphosphate 3) et le DAG (diacylglycérol) à un 

récepteur membranaire ou via les ionophores calciques. A l’inverse, la iNOS n’est 

pas exprimée constitutivement et est induite par des cytokines pro-inflammatoires 

notamment le TNF-α, l’IL-1 et l’interféron γ. Lorsqu’elle est exprimée et 

homodimérisée, il n’est pas nécessaire de l’activer et elle produit une forte quantité 

de NO.  

 

Une grande partie du NO synthétisé par l’endothélium diffuse dans les CML où il va 

activer la guanylate cyclase. La guanylate cyclase dégrade le GTP (guanylate 

adénosine phosphate) en GMPc (Guanosine monophosphate cyclique) et son 

augmentation intracellulaire induit l’activation de la PKG (protéine kinase G). La 

PKG agit sur différentes cibles cellulaires en les phosphorylant. Ainsi, la 

phosphorylation du phospholambane lève son inhibition sur la Ca²⁺-ATPase 

(adénosine-triphosphatase) du réticulum endoplasmique (SERCA) ce qui facilite la 

recapture du calcium par le réticulum sarcoplasmique et la relaxation musculaire 

et par conséquent la vasodilatation artérielle (Moncada et Higgs 1991) (Figure 7).  

 

De plus, il agit en inhibant la prolifération des CML et leur dédifférenciation qui est 

responsable de l’envahissement du sous endothélium dans le processus 

d’athérosclérose. Le NO diffuse également dans la lumière des vaisseaux sanguins et 

permet ainsi une diminution d’expression des molécules d’adhésion au pôle apicale 

des CE, ce qui limite l’adhésion des leucocytes à leur surface et inhibe l’agrégation 

plaquettaire.  

 

Au total, le NO possède une action anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-

thrombotique, anti-proliférative et inhibitrice de la formation d’athérome 

(Gkaliagkousi et Ferro 2011; Xiong et Hla 2014). 
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Figure 7. Mécanisme d’action de eNOS en condition physiologique – issu de 
(Meza et al. 2019) 

 
Les forces de cisaillements et l’Ach (acétylcholine) augmentent les concentrations de calcium 
pour médier l'activation de eNOS dépendante de la CaM (calcium-calmoduline) et de la PKA 
(protéine kinase A). La PKA phosphoryle l'eNOS au niveau du résidu Ser-1177/Ser-1179 et la 
protéine de choc thermique 90 (hsp90) maintient la conformation activatrice de l'eNOS et libère 
l'eNOS de Cav-1 (calveolin) au niveau de la membrane plasmique. La L-arginine et l’O2 (oxygène 
moléculaire) catalysent l'activation de l'eNOS, avec les cofacteurs BH4 (tétrahydrobioptérine), 
FMN, FAD et NADPH (non représentés), pour produire du NO (oxyde nitrique) et de la L-citrulline. 
Le NO diffuse à travers l'endothélium et cible la sGC (guanylyl cyclase soluble) pour induire 
l'activation cyclique dépendante des GMP de la PKG (protéine kinase G) dans les CML vasculaires. 
La réduction ultérieure des concentrations intracellulaires de calcium entraîne une 
vasodilatation. Les NOX1, 2, 5 (NADPH oxydases 1, 2 et 5) génèrent du O2− (superoxyde), tandis 
que NOX4 produit du H2O2 (peroxyde d'hydrogène) qui traverse la membrane plasmique et est 
piégé par la GPx (glutathion peroxydase). 
 

4. Dysfonction endothéliale 

4.1. Activation des CE 

 

Lors de l’activation de l’endothélium, ce dernier perd ses propriétés physiologiques 

et tend vers un état pro-inflammatoire, pro-coagulant et vasoconstricteur.  
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Les différents stimuli pouvant activer l’endothélium sont le flux turbulent (à 

l’inverse du flux laminaire qui permet une polarisation des cellules et un maintien 

de leur quiescence), les cytokines pro-inflammatoires et les AGEs (advanced 

glycation end-products) (J. K. Liao 2013).  

 

En réponse à ces stimuli, les CE sont capables d’exprimer à leur membrane des 

molécules régulant le trafic de cellules inflammatoires circulant dans le sang, leur 

permettant d’adhérer entre elles. Le processus d’inflammation aigue implique un 

recrutement rapide de neutrophiles et entraîne une activation du tissu endothélial.  

 

Cette activation peut être divisée en deux phases :  

- Une première phase rapide, indépendante de l’expression de nouveaux gènes, 

- Une deuxième phase plus lente, dépendante de l’expression de nouveaux gènes.  

 

Ces deux types d’activation partagent les trois mêmes composants principaux : une 

augmentation du flux sanguin, une extravasation de protéines plasmatiques dans 

le tissu interstitiel et un recrutement et une activation des leucocytes circulants 

afin qu’ils pénètrent sur le site de l’inflammation.  

 

L’augmentation du flux sanguin permet une arrivée plus rapide des leucocytes sur le 

site de l’inflammation. L’extravasation de protéines plasmatiques crée alors une 

matrice provisoire pour aider à l’entrée des leucocytes et l’augmentation de 

l’adhésion facilite la capture et l’extravasation des leucocytes.  

 

Dans les processus immunitaires et d’inflammation, cette expression de molécules 

adhérentes est importante pour agir rapidement au niveau du tissu touché. La 

cascade d’adhérence des leucocytes se compose de plusieurs étapes : le 

roulis Sélectine-assisté, l'adhérence, et la transmigration (Ley et al. 2007). En 

réponse à un stimulus inflammatoire, tel que le TNF, les CE alors activées expriment 

plus fortement les sélectines (protéines transmembranaires, notamment la E-

sélectine), des intégrines, et des immunoglobulines. Les sélectines jouent un rôle 

important dans les premières phases d’adhésion et de capture des leucocytes au 

niveau de l’endothélium, car elles sont exprimées à la fois par les CE et les 
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leucocytes. Les intégrines, quant à elles, sont les récepteurs principaux de 

l’interaction cellule-matrice et les immunoglobulines participent activement à 

l’interaction cellule-cellule ce qui leur confère un rôle central dans les processus 

immunitaires et le maintien de l’intégrité vasculaire.  

 

Les molécules d’adhésion (CAM) communément retrouvées sont VCAM, ICAM et 

PECAM (ou CD31).  

 

4.1.1. Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1)  

 
VCAM-1 est une protéine de surface exprimée par les CE, les lymphocytes et les CML. 

Elle est impliquée dans l’adhésion intercellulaire de lymphocytes, monocytes, 

éosinophiles et basophiles, dans la migration leucocytaire et également dans la 

transduction des signaux. L’expression de VCAM-1 augmente en réponse à différentes 

cytokines pro-inflammatoires, notamment TNFα et IL-1. VCAM-1 est impliquée dans 

le recrutement des monocytes au niveau des plaques d’athérome.  

 

4.1.2. Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) 

 
ICAM-1 est une molécule d’adhésion transmembranaire exprimée dans les 

leucocytes, les CE et les CML. Son taux basal est faible en conditions physiologiques, 

et augmente chez les patients atteints de pathologies cardiovasculaires. Son 

expression augmente en présence de médiateurs de l’inflammation tels que le TNFα 

ou l’IFN-γ. Elle est impliquée dans les processus immunitaires innés et inductibles. 

C’est également un médiateur de signalisation cellulaire et de transcription génique 

via une forme soluble (ICAM-1s). Tout comme VCAM-1, elle contribue à 

l’inflammation au niveau des CML et à la progression et la stabilité des lésions 

athéromateuses.  

 
 

4.1.3. Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1 ou CD31)  

 

PECAM-1, ou CD31, est une protéine exprimée à la surface des cellules 

hématopoïétiques et immunitaires telles que les plaquettes circulantes, les 
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monocytes, les neutrophiles ainsi que les cellules-T activées. De plus, comme décrit 

précédemment, il s’agit d’un composant essentiel des jonctions intercellulaires des 

CE. Elle joue un rôle dans le développement du système cardiovasculaire en 

contribuant à la transmission des signaux intracellulaires et elle participe également 

à l’angiogenèse, la fonction plaquettaire et la formation de thrombus, ainsi que la 

migration trans-endothéliale des leucocytes. Elle promeut les interactions de type 

homophylique CE-CE et hétérophylique CE-leucocytes mais reste peu connue au 

niveau des plaquettes et des leucocytes. Il a cependant été démontré que la 

régulation de l’expression de CD31 au sein des CE est constante et n’est pas modulée 

par l’exposition aux cytokines pro-inflammatoires, contrairement à ICAM-1 et VCAM-

1 (Fong et al. 2016).  

 

4.1.4. E-sélectine  

 
La E-sélectine n’est pas exprimée en conditions physiologiques, c’est en présence de 

cytokines pro-inflammatoires que les CE produisent et transloquent cette molécule 

d’adhésion à la membrane plasmique. La production de la E-sélectine est stimulée 

par l’expression de la P-sélectine qui est elle-même induite par le TNFα, l’IL-1 et le 

LPS (lipopolysaccharide). Les forces de cisaillement peuvent également influer sur 

l’expression de cette molécule. Les ligands de la E-selectine sont exprimés par 

différents types de cellules inflammatoires, tels que les neutrophiles, monocytes, 

lymphocytes et les cellules « natural killer ». C’est pourquoi elle est impliquée dans 

la réponse inflammatoire aigue et chronique. Il a été montré que son expression est 

augmentée lors de syndromes coronariens aigus et dans les pathologies anévrysmales 

(Sandoval-Pinto et al. 2014; Jia et al. 2011). 

 

4.2. Thrombogénicité 

 
L’endothélium joue un rôle anti-thrombotique par l’intermédiaire de la PGI2 

(prostaglandine I2) et du NO (R. C. Jin, Voetsch, et Loscalzo 2005) mais peut aussi 

synthétiser des facteurs pro-thrombotiques comme le TxA2 (thromboxane) et 

exprimer des co-facteurs d’adhésion plaquettaire (facteur von Willebrand, 

fibronectine) ou pro-coagulants (facteur V) (Tanaka, Key, et Levy 2009).  
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Ainsi, en conditions physiologiques, l’endothélium permet le maintien de la fluidité 

sanguine et prévient l’activation des cellules circulantes, tandis qu’en cas de brèche 

vasculaire, il induit une série de réactions favorisant la formation de thrombus et la 

réparation de la paroi vasculaire.  

5. Diabète et dysfonction endothéliale  

 

La toxicité cellulaire de l’hyperglycémie chronique joue un rôle central dans 

l’apparition des complications micro et macrovasculaires, tout comme les 

phénomènes d’ischémie/reperfusion et les conséquences du syndrome métabolique 

en lien avec l’obésité (Selthofer-Relatić, Bošnjak, et Kibel 2016). Les hypothèses 

retrouvées sont : le rôle délétère de l'excès de sorbitol, la voie du diacylglycerol, la 

glycosylation non-enzymatique des protéines, les anomalies du potentiel 

d'oxydoréduction et une sécrétion inappropriée d’insuline considérée comme un 

stimulant possible de la prolifération des CML. Tout ceci aboutit à l’apparition d’une 

dysfonction endothéliale (Stratton et al. 2000) au cours de laquelle l’endothélium 

s’active. Il entraine alors des perturbations fonctionnelles de la microcirculation 

avec une augmentation du débit et de la pression et une perte de l’autorégulation 

hémodynamique. Une tendance thrombogène et une augmentation de la viscosité 

sanguine apparaissent. Ces anomalies fonctionnelles aboutissent à un épaississement 

de la membrane basale, une diminution du nombre de péricytes, une augmentation 

de la perméabilité vasculaire et des altérations de la vasomotricité qui provoquent 

un œdème aboutissant à une thrombose du capillaire. Cette occlusion capillaire 

conduit à une hypoperfusion de la zone qui devient par conséquent ischémique et 

hypoxique (Afsar et al. 2018). 

 

Ainsi, la dysfonction endothéliale est un facteur clé : 

- de pathologies vasculaires, telles que l’hypertension artérielle (Ciuffetti et al. 

2003), l’insuffisance cardiaque (Oka et al. 2014) ou l’athérosclérose (B.-J. Choi 

et al. 2014) (Figure 8A),  

- mais aussi de pathologies non vasculaires, néanmoins caractérisées par une 

altération du système cardiovasculaire, telles que le diabète (Gonzalez-Quesada 

et al. 2013), l’insuffisance rénale chronique, ou même le vieillissement (Faber 

James E. et al. 2011).  
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5.1. Action pro-vasoconstrictrice 

 
L’hyperglycémie et l’insulino-résistance sont responsables d’une dérégulation du 

transport de L-arginine (médié par l’insuline) (Avogaro, de Kreutzenberg, et Fadini 

2008; Johnstone et al. 1993) ce qui entraine une accumulation excessive de ROS 

(espèces réactives de l’oxygène), et contribue à la diminution de la biodisponibilité 

du NO, avec une accumulation et une augmentation de la production de substances 

vasoconstrictrices (Dubó et al. 2016). Les ROS comprennent les radicaux oxygénés, 

comme l’anion superoxyde (O-
2), les radicaux hydroxylés (OH) et les dérivés de 

l’oxygène (O2), comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Le stress oxydatif est 

principalement causé par une dérégulation entre l’activité endogène des enzymes 

pro-oxydatives (NADPH ou nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase) et 

anti-oxydatives (superoxide dismutase, glutathion peroxydase et hème oxygénase).  

 

Par ailleurs, la production de ROS par l’endothélium est aussi  augmentée en cas de 

diminution des forces de cisaillement, comme cela peut être observé dans le cadre 

d’une ischémie, par activation d’une cascade de signalisation conduisant à 

l’activation de la NADPH oxydase et à la régulation négative d’eNOS (Chatterjee et 

al. 2012; Birukov 2009) (Figure 8B) par diminution des phosphorylations 

activatrices, augmentation des phosphorylations inhibitrices ou découplage de la 

eNOS. 

 

De plus, la dysfonction endothéliale entraine une modification et une diminution des 

forces de cisaillement appliquées aux CE, responsable d’une diminution de 

l’expression génique d’eNOS ainsi que de son activité. 

 

5.2. Action pro-thrombotique 

 

Une autre conséquence de la dysfonction endothéliale est la perturbation de la 

balance hémostatique entrainant une altération de la viscosité sanguine et la 

formation de caillots. Ainsi, l’activation des CE induit une adhésion des plaquettes 

qui vont former des agrégats, relarguer du PDGF (platelet-derived growth factor) 

stimulant l’hyperplasie myo-intimale (Schäfer et Bauersachs 2008) mais aussi 

induire une adhésion des leucocytes et notamment des monocytes à l’endothélium 
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par augmentation des molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et E-sélectine.  

Les monocytes migrent alors vers l’intima, se transforment en macrophages et les 

ROS contribuent à l’oxydation du LDL-cholestérol (low density lipoprotein) qui est 

internalisé (Kaneto et al. 2010; Victor et al. 2009; Mitra, Goyal, et Mehta 2011) 

(Figure 8C). Par ailleurs, les CML migrent vers l'intima, perdent leur phénotype 

contractile pour acquérir des capacités sécrétoires, et internalisent des ox-LDL pour 

se transformer en cellules spumeuses (Ying Wang et al. 2019), constituant le core 

lipidique de la plaque à l’origine d’une réduction progressive du calibre de la lumière 

artérielle (Figure 8D). Ces cellules spumeuses peuvent également dériver des 

macrophages ; elles sécrètent des cytokines pro-inflammatoires (TNF et IL) 

entrainant l’activation de NF-κB (facteur de transcription nucléaire).  

 

5.3. Augmentation de la perméabilité vasculaire 

 

En outre, l’activation des CE par les médiateurs de l’inflammation induit une 

réorganisation et une ouverture des jonctions intercellulaires serrées et 

adhérentes (Lum et Malik 1996) impliquant une voie de signalisation médiée par la 

PKC, qui va être responsable d’une augmentation de la perméabilité vasculaire à 

l’eau ainsi qu’aux petites et grosses molécules (Michel et Curry 1999; Cahill et 

Redmond 2016). 

  



 44 

 

A. Dysfonction endothéliale  - adapté de (Zhang 2008) 

 

ECs cellules endothéliales, VSMCs, cellules musculaires lisses vasculaires, AGEs produits avancés de 

la glycation, RAGE récepteur des AGEs, TNF tumor necrosis factor, TNFR récepteur du TNF, NF-κB 

facteur nucléaire, ROS espèces réactives de l’oxygène, NO monoxyde d’azote, ox-LDL low density 

lipoprotein oxydée, LOX-1 récepteur Lectin-like ox-LDL, VCAM vascular cell adhesion molecule, ICAM 

intercellular cell adhesion molecule 
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B. Stress oxydatif – adapté de (Lundberg, Gladwin, et Weitzberg 2015) 
 

 
BH4 Tetrahydrobiopterin, BH2 Dihydrobiopterin, NO nitric oxide, eNOS endothelial NO synthase, 

sGCFe2+ ferrous haem of Soluble guanylyl cyclase, GTP guanosine triphosphate, cGMP cyclic guanosine 

monophosphate, ONOO- peroxynitrite, O2
- Superoxide anion radical 

 

C. Activation endothéliale entrainant l’expression de molécules d’adhésion 
pour les cellules inflammatoires - adapté de (Lundberg, Gladwin, et 
Weitzberg 2015) 
 

 
TNF tumor necrosis factor, IL interleukine, ROS espèces réactives de l’oxygène, VCAM vascular cell 

adhesion molecule, MMPs matrix métalloprotéinases 
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D. Etapes de formation d’une plaque d’athéro-sclérose compliquée 
 

 
 

Figure 8. Dysfonction endothéliale et diabète 
 

C. Neuropathie et pied diabétique 

 

Le pied diabétique est une conséquence directe de la neuropathie diabétique, qui 

représente actuellement la cause de neuropathie la plus fréquente dans le monde 

industrialisé. Un mauvais contrôle glycémique et la durée du diabète en représentent 

les principaux facteurs de risque. Le polymorphisme clinique de la neuropathie 

diabétique est bien connu, la forme la plus fréquente étant la polyneuropathie 

distale symétrique, longueur-dépendante. Elle atteint environ 30 % des sujets 

diabétiques au moment du diagnostic (Edwards et al. 2008), avec des extrêmes allant 
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de 8 à 54 % dans le diabète de type 1 et de 13 à 46% dans le diabète de type 2 (Ziegler 

et al. 2008).  

 

Elle est sensitive et s'accompagne souvent de troubles végétatifs. Les troubles 

sensitifs peuvent rester limités aux pieds, avec une anesthésie en « chaussettes », 

ou s'étendre vers la partie proximale des membres, et peuvent s'accompagner de 

douleurs distales.  

 

Deux types de mécanismes sont généralement invoqués pour expliquer la survenue 

de lésions nerveuses périphériques : 

- l'ischémie endoneurale (Zochodne 2002), principalement impliquée dans les 

neuropathies focales elle est expliquée par la diminution du débit sanguin 

endoneuronal en lien avec une vasculopathie inflammatoire. 

- et les troubles métaboliques qui seraient prépondérants dans les formes 

symétriques de neuropathie diabétique. Plusieurs mécanismes intriqués les 

uns aux autres ont été proposés pour expliquer l'effet toxique de 

l'hyperglycémie sur la cellule de Schwann et les axones : l'activation de la voie 

des polyols, la toxicité des produits terminaux de la glycation des protéines, 

le stress oxydatif, les facteurs vasculaires en particulier l'ischémie chronique, 

l'oxyde nitrique, les anomalies hémorrhéologiques, les facteurs de croissance, 

les facteurs immunologiques et enfin l'insuline.  

 

Il existe deux complications majeures de la neuropathie diabétique : la plaie 

chronique et le pied de Charcot (Figure 9). La plaie la plus caractéristique est le 

mal perforant plantaire, appelé par les anglo-saxons « ulcère neuropathique ». La 

neuropathie entraine une hypoesthésie et favorise les déformations ostéo-

articulaires avec l’apparition de points d’hyper-appui, mais aussi d’une xérose 

cutanée (en lien avec les troubles végétatifs) à l’origine d’une hyperkératose. Lors 

de la marche, une pression répétée sur cette zone va conduire à une dilacération 

des tissus mous, et à la formation d’hématomes ou de phlyctènes sous la corne. Une 

fissuration de l’hyperkératose crée une porte d’entrée vers ces collections, qui 

peuvent alors se surinfecter, et évoluer vers une dermo-hypodermite avec un tableau 

d’érysipèle, puis vers une ostéo-arthrite. Le traitement du mal perforant plantaire 
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repose sur le débridement et la mise en décharge, éventuellement associé à une 

antibiothérapie, probabiliste puis adaptée aux germes, en cas de collection profonde 

mise en évidence.  

 

A. Le pied diabétique 

  
 

B. Le pied de Charcot 

                 Pied normal        Pied de Charcot 

 
  

Figure 9. Neuropathie et pied diabétique 
 

Le pied de Charcot est secondaire à une atteinte des petites fibres nerveuses, et en 

particulier les fibres neurovégétatives. Il débute par des micro-fractures qui passent 

souvent inaperçues en raison de la neuropathie, mais entrainent l’apparition brutale 

d’une inflammation locale avec un pied rouge et augmenté de volume. Cette 

inflammation entraine une activation des ostéoclastes via le système RANK/RANKl 

(Mabilleau et al. 2008). En l’absence d’immobilisation, cette activation entraine en 

2 à 3 semaines une ostéolyse massive.  

 

Le seul traitement de la neuropathie validé jusqu’à présent est l’équilibre 

glycémique. Il peut permettre de stabiliser la perte de sensibilité mais ne la fait pas 

régresser (Callaghan, Hur, et Feldman 2012). Par ailleurs, le port de chaussures et 
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semelles orthopédiques est indispensable pour limiter le risque d’aggravation des 

troubles de la statique du pied et l’apparition de nouveaux troubles trophiques.  

 

D. Diabète, système immunitaire et inflammation 

 

Dans le diabète de type 2, les mécanismes et les composants du système immunitaire 

et de l’inflammation sont altérés. Les niveaux des protéines de l’inflammation aigüe 

(comme la CRP ou l’haptoglobine), des cytokines pro-inflammatoires (comme les IL-

1β, IL-6 ou TNF-α) et les chimiokines sont augmentés de façon significative (Banerjee 

et Saxena 2012; Herder et al. 2005; Pradhan et al. 2001; Spranger et al. 2003), de 

même que l’état d’activation des populations leucocytaires et lymphocytaires, 

l’apoptose et la fibrose tissulaire (Donath et Shoelson 2011), ce qui suggère que le 

système immunitaire et l’inflammation participent activement à la pathogenèse 

du diabète.  

 

Les mécanismes considérés comme responsables de l’état inflammatoire du diabète 

de type 2 comprennent l’hypoxie, les signaux lipidiques induits par 

l’hypertrophie/l’hyperplasie du tissu adipeux, l’activation des voies de NFκB et de 

Janus N-terminal kinase, le recrutement et l’activation des cellules immunitaires, 

et la production d’IL-1β (Donath et Shoelson 2011; R. P. Robertson et al. 2004). 

L’utilisation thérapeutique de l’antagoniste du récepteur à l’IL-1β permet de 

diminuer les facteurs pro-inflammatoires circulants chez les patients diabétiques, ce 

qui ralentit la progression de la pathologie (Akash et al. 2012). Il semblerait 

également que les récepteurs NOD-like de type 3 contenant un domaine pyrine 

(NLRP3) joueraient un rôle important dans le syndrome métabolique associé à des 

lésions des lipides en induisant un statut pro-inflammatoire et la libération d’IL-1β 

mature (B.-C. Lee et Lee 2014).  

 

Une étude s’est intéressée à l’association entre les cytokines de l’inflammation et 

le régulateur redox facteur nucléaire érythroi ̈de 2 (Nrf2) chez des patients 

diabétiques de type 2 et il a été retrouvé : 
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- une corrélation positive entre les niveaux de Nrf2 des cellules 

mononucléaires périphériques sanguines et les niveaux des cytokines Th2 

plasmatiques,  

- une corrélation négative entre les niveaux de Nrf2 et les niveaux des 

cytokines Th1 plasmatiques.  

De plus, le défaut de sécrétion d’insuline des cellules β pancréatiques induit par la 

stimulation cytokinique est restauré par l’activation de Nrf2, liant la régulation du 

système immunitaire à celle du stress oxydatif (Sireesh et al. 2018).  

 

E. Stratégies thérapeutiques actuelles dans le diabète  

 

Le diabète est une pathologie évolutive comprenant des mécanismes 

physiopathologiques complexes aboutissant à un état d’hyperglycémie chronique, 

dont la prise en charge nécessite non seulement d’essayer d’obtenir un contrôle 

glycémique satisfaisant mais aussi de maitriser les facteurs de risque souvent 

associés tels que les dyslipidémies et l’hypertension artérielle afin de prévenir ou de 

ralentir l’évolution vers les complications cliniques micro et macrovasculaires, 

responsables de sa morbi-mortalité. 

 

La prise en charge repose en premier lieu sur des mesures hygiéno-diététiques. 

Dans le diabète de type 1, l’équilibre glycémique est obtenu par association 

d’insulines rapides et d’insulines lentes ou mixtes. Dans le diabète de type 2, les 

résultats de l’étude UKPDS (UNITED KINGDOM PROSPECTIVE DIABETE STUDY) 

(« Effect of intensive blood-glucose control with metformin on complications in 

overweight patients with type 2 diabetes (UKPDS 34). UK Prospective Diabetes Study 

(UKPDS) Group » 1998) ont permis de constater la difficulté à maintenir dans le 

temps les objectifs glycémiques, sans intensifier le traitement, en associant 

plusieurs classes médicamenteuses. Ceci permet de mettre en lumière les limites 

des antidiabétiques classiques : en effet, au-delà de l’échappement thérapeutique, 

on observe une difficulté dans la maitrise du poids qui tient un rôle prépondérant 

dans la prise en charge globale du diabète de type 2, ainsi qu’une augmentation du 

risque d’hypoglycémie due à l’intensification du traitement.  
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En France, plusieurs familles d’hypoglycémiants par voie orale sont disponibles. 

Historiquement, quatre familles étaient répertoriées : les biguanides, les 

sulfamides hypoglycémiants, les glinides et les inhibiteurs des alpha-glucosidases. 

Plus récemment de nouveaux anti-diabétiques oraux ont fait leur apparition, dont 

les inhibiteurs de la DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4 ou gliptines) et les inhibiteurs 

de SGLT2 (cotransporteur rénal glucose-sodium). 

 

Les traitements injectables comportent quant à eux deux familles : les insulines et 

les analogues de GLP-1 (glucagon like peptide-1, hormone intestinale de la catégorie 

des incrétines dont l’action va potentialiser la sécrétion d’insuline et freiner celle 

du glucagon). 

 

Des études épidémiologiques et des essais randomisés contrôlés ont montré 

l'efficacité d'un contrôle glycémique intensif dans la réduction du développement et 

de la progression des complications microvasculaires à long terme (néphropathie, 

rétinopathie et neuropathie) chez les patients diabétiques (« Effect of intensive 

blood-glucose control with metformin on complications in overweight patients with 

type 2 diabetes (UKPDS 34). UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group » 1998; 

« Intensive blood-glucose control with sulphonylureas or insulin compared with 

conventional treatment and risk of complications in patients with type 2 diabetes 

(UKPDS 33). UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group » 1998; Diabetes Control 

and Complications Trial Research Group et al. 1993; ADVANCE Collaborative Group 

et al. 2008). Cependant, des incertitudes persistent concernant la sécurité 

cardiovasculaire de certains traitements antidiabétiques, notamment sur le risque 

d’événements indésirables majeurs de membres inférieurs (Nativel et al. 2018).  

 

Dans l'essai UKPDS, chaque réduction de 1% de l'HbA1c était associée à une 

diminution de 43% du risque d’événement indésirable majeur de membre 

inférieur (amputation ou décès suite à un événement vasculaire périphérique) 

(Stratton et al. 2000). Cependant, ce bénéfice n'a pas persisté pendant la période 

d'observation post-essai de l'étude UKPDS (Holman et al. 2008) et dans l'essai 

ADVANCE, l'incidence d’événement indésirable majeur de membre inférieur 

(ulcération des membres inférieurs, amputation, besoin de revascularisation ou 
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décès secondaire à une artériopathie périphérique) était comparable dans les deux 

bras de l'étude randomisée : contrôle glycémique intensif versus standard (ADVANCE 

Collaborative Group et al. 2008; Mohammedi et al. 2016). De plus, une méta-analyse 

récente (avec un faible niveau de preuve) a montré une réduction de 35% du risque 

d’amputation de membre inférieur chez les patients atteints de diabète de type 2 

assignés à un contrôle glycémique intensif par rapport à ceux assignés à une stratégie 

moins intensive, mais aucun effet n’a été observé sur l’évolutivité de la neuropathie 

ou de l’AOMI (Hasan et al. 2016). 

 

L'étude PROactive (« PROspective pioglitAzone Clinical Trial In macroVascular 

Events ») retrouvait une association non significative entre l'utilisation de la 

pioglitazone, un agoniste du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes 

γ (PPAR γ), et l’augmentation du risque de revascularisation vs placebo (John A. 

Dormandy et al. 2005). Cependant, les analyses post hoc de l'étude BARI-2D (« Bypass 

Angioplasty Revascularization Investigation in Type 2 Diabetes ») ont montré une 

incidence plus faible d’événement indésirable majeur de membre inférieur (ABI≤0.9, 

revascularisation des membres inférieurs ou amputation de membre inférieur) chez 

les patients traités par traitement insulino-sensibilisant (metformine ou 

thiazolidinedione) par rapport à ceux traités par traitement insulino-sécréteur 

(sulfonylurées, répaglinide, natéglinide ou insuline) (Althouse et al. 2013). En outre, 

une autre étude observationnelle a montré que l'utilisation de la metformine était 

associée à une diminution de la prévalence des calcifications artérielles sous gonales 

(Mary et al. 2017).  

 

Les autorités de régulation des médicaments américaines et européennes exigent 

depuis 2008 la conduite d’études de sécurité cardiovasculaire avant toute demande 

d’autorisation de mise sur le marché des nouveaux médicaments anti-diabétiques. 

Ainsi, plusieurs études randomisées et contrôlées ont comparé (versus placebo) 

l’incidence des évènements cardiovasculaires majeurs des inhibiteurs de la DPP4, 

des agonistes du GLP1, et des inhibiteurs du cotransporteur rénal glucose-sodium 

(SGLT2) chez des patients diabétiques de type 2 à haut risque cardiovasculaire 

(Scirica et al. 2013; W. B. White et al. 2013). Les inhibiteurs de la DPP4 étaient 

globalement neutres en terme de sécurité cardiovasculaire, tandis que certains 
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analogues de la GLP-1 (liraglutide, semaglutide, et albiglutide) et inhibiteurs de 

SGLT2 (empagliflozine, canagliflozin, et dapagliflozine) étaient associés à une 

réduction significative des évènements cardiovasculaires majeurs ou des taux 

d’hospitalisation pour insuffisance cardiaque (Zinman et al. 2015; Neal et al. 2017; 

Wiviott et al. 2019).  

Il est néanmoins intéressant de noter que dans l’étude SUSTAIN-6, les patients traités 

par semaglutide avaient 35% de réduction de l’incidence des revascularisations 

coronaires et périphériques (Marso et al. 2016). Des analyses secondaires de l’étude 

LEADER ont montré une diminution du risque d’amputation, particulièrement 

majeure, chez les patients porteurs de troubles trophiques à l’inclusion et 

randomisés dans le groupe liraglutide en comparaison au groupe placebo (Dhatariya 

et al. 2018), sans différence significative entre les 2 groupes en terme de taux de 

revascularisation périphérique.  

A contrario, selon l’étude CANVAS, le traitement par canagliflozine était associé à 2 

fois plus de risque d’amputation mineure ou majeure vs placebo (Neal et al. 2017). 

Les mécanismes physiopathologiques susceptibles d’expliquer ce phénomène ne sont 

pas encore élucidés. L’hypovolémie engendrée par ce traitement pourrait 

l’expliquer, au moins en partie, d’autant qu’une étude observationnelle récente 

montre un risque élevé d’amputation de membre inférieur et de revascularisation 

périphérique chez les patients diabétiques de type 2 traités par diurétiques (Potier 

et al. 2019). Néanmoins, les deux autres principales études randomisées évaluant 

empagliflozine (EMPA-REG OUTCOME) ou dapagliflozine (DECLARE – TIMI 58) (Inzucchi 

et al. 2018; Wiviott et al. 2019) ne plaident pas en faveur d’un éventuel effet classe 

des inhibiteurs de SGLT2. 

II. ISCHEMIE CRITIQUE CHRONIQUE  
 
A. Définition de l’ischémie critique chronique 

 

L’AOMI regroupe deux grands types de symptomatologie (Tableau 1) : 

- La claudication intermittente, caractérisée par une douleur à type de 

crampe au niveau du mollet ou du pied, de survenue progressive à la 

marche. Son intensité oblige le patient à s’arrêter, la douleur disparait 

rapidement à l’arrêt de l’effort et réapparait à sa reprise, pour un 
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périmètre de marche reproductible. Il s’agit d’une ischémie musculaire à 

l’effort provoquée par une diminution du débit sanguin artériel dans les 

muscles, 

- L’ischémie critique chronique (ICC). 

 

L'ICC, redéfinie dans les dernières recommandations de la société européenne de 

Chirurgie Vasculaire (ESVS) sous le terme d’”ischémie chronique menaçant le 

membre”(Aboyans et al. 2018), correspond à la forme la plus sévère d’AOMI. En 

effet, la qualification d’ICC de membre inférieur s’applique à un degré d’insuffisance 

artérielle chronique tel que la pression distale résiduelle compromet sévèrement la 

fonction microcirculatoire et le débit nutritionnel du pied.  

 
Elle se manifeste par des douleurs dans les jambes en position allongée au repos, 

soulagées par la position jambe pendante, appelées douleurs de décubitus. Cette 

position déclive engendre un œdème qui va à son tour aggraver le déficit 

perfusionnel. Ces douleurs de décubitus doivent être présentes depuis > 2 semaines 

et être associées à une ou plusieurs anomalies hémodynamiques : 

- un index de pression systolique ou IPS (cheville-brachial) <0.4,  

- une pression artérielle distale <50 mm Hg,  

- une pression d’orteil (« toe pressure » ou TP) <30 mm Hg,  

- une pression partielle transcutanée en oxygène (TcPO2) <30 mm Hg,  

- et/ou des ondes de pressions d'enregistrement (« pulse volume recording » 

ou PVR) faiblement pulsatiles. 

 

En effet, l'IPS et la pression artérielle distale sont souvent faussement élevées en 

raison de la médiacalcose, en particulier chez les personnes atteintes de diabète et 

d'insuffisance rénale terminale. Ainsi, l’étude COPART a démontré que les mesures 

de pression d’orteil et de TcPO2 sont plus précises que les mesures de pression 

artérielle distale et sont également plus prédictives du risque d'amputation à 1 an 

(TP<30 mm Hg ou TcPO2<10 mm Hg) (Salaun et al. 2019). 
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Classification de Rutherford 

Stade Présentation clinique 

0 Asymptomatique 

1 Claudication légère (> 500m) 

2 Claudication modérée (< 500m) 

3 Claudication sévère (< 200m) 

4 Douleur de décubitus 

5 Trouble trophique mineur (avant pied) 

6 Trouble trophique majeur 

 

Tableau 1. Classification clinique de l’AOMI 

 

L’évolution se fait vers l’apparition de troubles trophiques évoluant depuis >2 

semaines engageant immédiatement le pronostic du membre. Ces ulcères artériels 

apparaissent le plus souvent au niveau des points de frottement (extrémités des 

orteils, face latérale du pied, talons) (Gibbons et Shaw 2012). La cicatrisation est 

difficile en raison de la diminution de l’oxygénation des tissus, liée à la baisse du 

débit artériel, et d’un retard diagnostique, notamment chez les patients atteints de 

neuropathie diabétique.  

 

Le tableau clinique complet retrouve une pâleur de surélévation, une érythrose de 

déclivité, un allongement du temps de recoloration cutanée et du remplissage 

veineux, une déshabitation des pulpes digitales et des coques talonnières.  

 

Les dernières recommandations de l’ESVS préconisent l’utilisation systématique d’un 

système de classification qui intègre plusieurs éléments clés (tel que le WIfI qui 

prend en compte : plaie, ischémie, infection) et qui est en corrélation avec le risque 

d'amputation et la probabilité de cicatrisation des plaies (Conte et al. 2019). Il 

convient ensuite d’obtenir des images diagnostiques de qualité pour guider la 

revascularisation. Cette étape dépend fortement de la disponibilité des équipements 

et de l'expertise locale. Lorsqu'elle est disponible, l’échographie doppler artérielle 

est la modalité d'imagerie non invasive de préférence. Cependant, pour une imagerie 
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anatomique non invasive plus complète, l'Angio-IRM ou l’Angio-TDM peuvent être 

envisagés. L’artériographie reste la technique d'imagerie de référence et peut être 

proposée en première intention si l’examen clinique retrouve un pouls poplité. De 

plus, aucun patient suspecté d’ICC, et candidat à une tentative de sauvetage de 

membre, ne doit se voir refuser une revascularisation sans avoir d'abord bénéficié 

d’une artériographie diagnostique complète incluant la cheville et le pied (Conte et 

al. 2019). 

 

B. Épidémiologie 

 
L’AOMI est le plus souvent causée par l'athérosclérose, ainsi, les facteurs de risque 

de son développement comprennent le tabagisme, le diabète, l’hypertension 

artérielle et l’hypercholestérolémie (Fowkes et al. 2013). Les facteurs de risque 

indépendants associés à la progression vers l'ICC comprennent le tabagisme, le 

diabète (Norgren et al. 2007; Howard et al. 2015), l’âge avancé et l’insuffisance 

rénale chronique (Becker et al. 2011). 

 

L’incidence annuelle de l’ICC est de 220 à 3500/million de personnes et sa 

prévalence est d’1% de la population adulte/an (Norgren et al. 2007), et de 10% des 

patients atteints d’AOMI/an (Farber et Eberhardt 2016). Les patients touchés 

deviennent de plus en plus jeunes, alors que le pronostic demeure extrêmement 

péjoratif. L’incidence est plus marquée chez les hommes, avec un sexe ratio de 3:1, 

cependant, l’augmentation du taux d’AOMI est plus élevée chez les femmes dans les 

pays à revenus faibles et intermédiaires, et la prévalence dépend fortement des 

années de vie et varie de 2.5% chez les hommes âgés de moins de 60 ans, à 8.3% 

entre l’âge de 60 et 69 ans, pour atteindre 18.8% à plus de 70 ans (J. A. Dormandy 

et Rutherford 2000).  

 

Les données disponibles sur l'histoire naturelle de l’AOMI sont issues d’études 

incluant essentiellement des claudicants et peu d'études ont été réalisées sur l'ICC 

(Farber et Eberhardt 2016; Duff et al. 2019), cependant il est admis qu’elle est 

responsable d’événement indésirables graves au niveau des membres inférieurs mais 

également au niveau systémique. 
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Lors de la présentation initiale, 20 à 25% des patients bénéficient d’une amputation 

majeure primaire, 50 à 60% bénéficient d’un ou plusieurs gestes de 

revascularisation par voie endovasculaire ou par chirurgie ouverte, tandis que 25% 

bénéficient d’un traitement médical seul.  

 

En effet, malgré des évolutions importantes dans le domaine endovasculaire, près 

de 40% des patients restent inéligibles à une stratégie de revascularisation 

efficace, essentiellement en raison de la présence de facteurs inflammatoires ou de 

l’absence de lit d’aval (J. A. Dormandy et Rutherford 2000). A un an, l’évolution se 

fait vers un taux d’amputation majeure de 25%, d’ICC persistante de 20%, de survie 

sans amputation majeure ou symptomatologie d’ICC de 25%, et un taux de mortalité 

de 25%, atteignant jusqu’à 50% à 5 ans (Norgren et al. 2007; Jaff et al. 2015). De 

plus, chez les patients en ICC dits « sans option », les taux de mortalité et 

d’amputation majeure à 6 mois peuvent atteindre 40% et 20% respectivement 

(Norgren et al. 2007; Hankey, Norman, et Eikelboom 2006; Sprengers et al. 2010).  

 

Les patients atteints d’AOMI et d’ICC ont une prévalence accrue d'athérosclérose 

coexistant dans d'autres territoires; il a été démontré que près de deux tiers des 

patients atteints d’ICC ont une coronaropathie significative à l'angiographie (Hertzer 

et al. 1984), et un quart des patients atteints d’AOMI ont une sténose carotidienne 

significative (S. W. Cheng et al. 1999). En conséquence, il existe un taux annuel élevé 

de 5% à 7% d'événements cardiovasculaires (infarctus du myocarde, accident 

vasculaire cérébral et décès vasculaire) chez les patients atteints d’AOMI, qui est 

probablement encore plus élevé chez ceux atteints d'ICC (Lambert et Belch 2013) 

puisque le risque de décès est multiplié par près de 3 chez les patients présentant 

une perte tissulaire majeure (Soga et al. 2014). 

 

C. Physiopathologie 

 

Bien que l'ICC puisse être causée par une vascularite, un événement thrombo-

embolique, un traumatisme, un kyste adventitiel, un piège poplité ou une maladie 

de Buerger, elle est le plus souvent associée à une athérosclérose progressive, diffuse 

et multi-segmentaire.  
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La très grande majorité des patients présente une atteinte infra-inguinale 

significative, bien qu'une atteinte occlusive aorto-iliaque puisse être observée chez 

les fumeurs (Ciavarella et al. 1993). Les personnes atteintes de diabète et 

d’insuffisance rénale chronique présentent généralement une pathologie occlusive 

artérielle infra-poplitée diffuse et sévère.  

 

La physiopathologie de l'ICC implique des anomalies micro et macro vasculaires qui 

conduisent à une perfusion artérielle réduite. Par conséquent, les besoins 

métaboliques au repos des tissus en aval dépassent l'apport en oxygène et en 

nutriments. Les artérioles distales s'adaptent à l'ischémie chronique en diminuant 

l'épaisseur de la paroi et la vasodilatation, ce qui conduit à une augmentation 

orthostatique dépendante de la pression hydrostatique distale et de l'œdème distal. 

L'inflammation concomitante et la production de radicaux libres de l’oxygène 

contribuent à l’apparition de lésions endothéliales. Ainsi, une dysfonction 

endothéliale, une agrégation plaquettaire inappropriée et une activation des 

leucocytes prédisposent à des microthromboses et un œdème des membres 

inférieurs. L'angiogenèse se produit en réponse à l'hypoxie tissulaire, conduisant au 

développement d’une collatéralité nourricière et à la formation de petits vaisseaux. 

La dysrégulation cellulaire et l'œdème tissulaire créent un environnement local 

défavorable à la cicatrisation des plaies (Lambert et Belch 2013; Coats et Wadsworth 

2005). 

 

De plus, il a été démontré dans un modèle murin d’ischémie subaiguë de patte par 

utilisation de constricteurs artériels, une nécrose tissulaire significative et des 

déficits de perfusion des membres chez les souris BALB/c (connues comme étant 

génétiquement plus sensibles au modèle de ligature exérèse artérielle, avec 

notamment des auto-amputations fréquentes) mais pas chez les souris C57BL/6 

(McClung et al. 2016). Les souris BALB/c présentaient des lésions musculaires 

significativement plus importantes, avec une inflammation accrue et une atrophie 

des myofibres, malgré l'absence de différence de densité et de surface vasculaire 

CD31+ et SMA+. Les souris BALB/c ont également présenté significativement plus de 

myonoyaux centraux, indiquant une régénération musculaire accrue, indépendante 
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de la densité vasculaire et au moins en partie génétiquement déterminée (McClung 

et al. 2016). Ainsi, ces résultats démontrent que le fond génétique est un 

déterminant essentiel des conséquences globale après une ischémie aiguë ou 

subaiguë de membres. L’étude des effets myopathiques de l'ischémie dans d'autres 

fonds génétiques pourrait permettre d’identifier des gènes spécifiques responsables 

de ces différences et conduire à de nouvelles thérapies ciblées qui pourraient être 

utilisées seules ou en combinaison avec des stratégies de revascularisation. 

 

D. Le muscle squelettique 

1. Généralité 

L’unité de base du tissu musculaire squelettique est la fibre musculaire. Les fibres 

ont une forme cylindrique allongée et contiennent de nombreux noyaux, des 

mitochondries, un réticulum endoplasmique et des myofibrilles (structures 

contractiles obtenues par fusion de plusieurs centaines de myoblastes). Les fibres 

sont disposées parallèlement. Elles mesurent de 10 à 100µm de diamètre et peuvent 

atteindre 30cm de longueur.  

Plusieurs couches de tissu conjonctif séparent et protègent les composantes des 

muscles squelettiques. L’endomysium sépare chaque fibre musculaire, le 

périmysium organise de 10 à 100 fibres musculaires en faisceaux et l’épimysium est 

la couche extérieure qui enveloppe tout le muscle. Ces membranes fournissent des 

fibres collagènes aux tissus conjonctifs qui attachent le muscle à d’autres structures 

(muscle, os, tendons) (Figure 10).  

Il existe trois principaux types de fibres musculaires squelettiques qui possèdent des 

métabolismes différents, notamment une teneur variée en ATPase, qui se traduit par 

différentes vitesses de contraction et différentes résistances à la fatigue :  

- Fibres de Type I : fibres oxydatives à contraction lente et résistantes à la 

fatigue. Ces fibres contiennent beaucoup de myoglobine, de mitochondries 

et de capillaires. Ce sont des fibres de petit diamètre qui scindent 

lentement l’ATP (adénosine-triphosphate). Elles sont prédominantes dans 

le muscle tibial antérieur et le gastrocnémien. 
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- Fibres de Type IIA : fibres oxydatives à contraction rapide et résistantes 

à la fatigue. Ces fibres contiennent beaucoup de myoglobine, de 

mitochondries et de capillaires.  

- Fibres de Type IIB : fibres glycolytiques à contraction rapide et sensibles 

à la fatigue. Ces fibres contiennent peu de myoglobine, de mitochondries 

et de capillaires. Ce sont des fibres de gros diamètre avec une haute teneur 

en glycogène.  

 
Les fibres oxydatives produisent de l’ATP par le système aérobie, tandis que les 

fibres glycolytiques le produisent par le système anaérobie plus lent (ce qui explique 

que les fibres soient plus sensibles à la fatigue). Même si la plupart des muscles 

squelettiques contiennent une combinaison des trois types de fibres, les fibres d’une 

même unité motrice sont toutes d’un seul type.  

Une unité motrice est formée par un neurone moteur ainsi que toutes les fibres 

musculaires que ce dernier stimule. Au niveau de la plaque motrice (jonction nerf-

muscle), des neurotransmetteurs (comme l’ACh) transmettent l’influx nerveux initial 

à la fibre musculaire sous la forme d’un potentiel d’action électrique. Ce potentiel 

se propage ensuite par l’intermédiaire de canaux ioniques et conduit à sa 

contraction. Les différents types de fibres musculaires sont utilisés selon le besoin 

de la contraction. Par exemple, un effort léger, nécessitant une faible contraction, 

n’activera que les unités motrices reliées aux fibres de type I (contraction lente), un 

effort plus soutenu (contraction forte) activera les fibres à contraction rapide de 

type IIB et un effort intense, nécessitant une contraction maximale, activera en plus 

les fibres IIA qui sont résistantes à la fatigue. 

Dans le muscle squelettique, l’énergie et l’oxygène sont apportées par un réseau 

vasculaire sanguin abondant et le muscle se contracte et se relâche sous l’action de 

commandes émises par les nerfs. 
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A. Structure du muscle strié squelettique 

 
 

B. Muscles étudiés chez l’homme 

 
C. Muscles étudiés chez la souris 

 
Vue latérale 

 
Figure 10. Structure du muscle strié squelettique  
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2. Vascularisation du muscle squelettique 

La vascularisation du muscle squelettique est abondante. Elle est constituée d’un 

réseau anastomotique de capillaires très bien organisé en mailles rectangulaires 

distribuées autour des fibres musculaires. Le réseau capillaire est alimenté par des 

artérioles afférentes. Des veinules réparties régulièrement le long des fibres 

musculaires ramènent le sang vers les veines. Ce sont les fibres lentes qui demandent 

le plus d’énergie pour fonctionner et qui sont les plus riches en capillaires (Narkar 

et al. 2011). 

3. Régénération du muscle squelettique 

 

Chez les mammifères, de nombreux tissus possèdent une capacité de régénération 

notamment les os, le muscle squelettique, les nerfs périphériques et les vaisseaux 

sanguins. Le processus de régénération musculaire est habituellement initié après 

altération directe des fibres (par traumatisme mécanique, ischémique ou lésions 

thermo-induites) ou indirecte (par des substances chimiques toxiques).  

 

L’ischémie musculaire provoque une nécrose rapide des myofibres, initiée par des 

dommages membranaires. L’activité de protéases calciques provoque la destruction 

des sarcomères quelques minutes après la lésion. Une nouvelle lame basale marque 

la frontière entre zone saine et zone lésée ; elle limite l’extension de la nécrose 

myofibrillaire (Papadimitriou et al. 1990) et constitue un filtre sélectif qui maintient 

les fibroblastes à l’extérieur de la zone lésée et les cellules satellites (principale 

source de myoblastes) à l’intérieur (Snow 1977).  

 
S’ensuit une réponse immunitaire locale cruciale pour la régénération musculaire : 

le muscle endommagé est envahi par des neutrophiles (dès J2 post-ischémie), puis 

par des macrophages (Figure 11A et B encadré B).  
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A. Mesure des aires de régénération chez la souris en coloration Hemalun-
éosine  

 

 
 

B. Mesure des aires de régénération chez la souris en Immuno-marquage 
Desmine  
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C. Mécanisme de régénération d’une myofibre ischémique - adapté de (Abmayr 

et Pavlath 2012) 

 

Figure 11. Régénération musculaire du muscle de souris adulte 
 
Les figures A et B représentent du muscle tibial antérieur de souris prélevé après sacrifice post 
ligature exérèse de l’A. fémorale, provoquant ainsi une ischémie aigue de patte. 
A gauche de l’image, les aires de régénération sont représentées sur une coupe au grossissement x20  
Les encadrés : Sain (tissu sain), A (tissu post ischémie non réparé), B (tissu post ischémie en cours de 
réparation) et C (tissu post ischémie réparé) sont des photos au grossissement x260  
 

Le muscle endommagé contient plusieurs populations de macrophages, résidents et 

non-résidents (McLennan 1996). Les macrophages sont extrêmement importants pour 

les phases précoces de la régénération musculaire, ils éliminent les débris cellulaires 

et tissulaires et stimulent la prolifération des cellules satellites en retardant leur 

différenciation via la sécrétion de cytokines et de facteurs de croissance (Merly et 

al. 1999; Arnold et al. 2007).  

 

La lame basale et la matrice extracellulaire au sein de la zone lésée sont également 

des sources de facteurs de croissance et de facteurs chimiotactiques pour les cellules 

satellites (Grounds 1999). En réponse à ces facteurs, les cellules satellites 

commencent à proliférer (T. A. Robertson et al. 1993) et à migrer.  
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Puis les cellules satellites se différencient et fusionnent les unes avec les autres ou 

avec des fibres préexistantes pour former des myotubes multi-nucléés dont la 

maturation conduit à la formation des fibres musculaires (Figure 11C). Chez les 

mammifères, l’une des différences principales entre les fibres originelles et les fibres 

en régénération est le maintien du noyau central dans les fibres régénérées (vs 

périphérique) (Figure 11A et B encadré C). 

 

Des cellules souches résidentes et quelques cellules souches issues de la moelle 

osseuse participent également à la régénération musculaire (Jankowski, Deasy, et 

Huard 2002; McKinney-Freeman et al. 2002).  

 

La morphogénèse du muscle en régénération dépend aussi de l’action de facteurs 

physiques, comme la tension transmise par les tendons. Le tissu conjonctif est 

responsable de la transmission de ces forces mécaniques (Young et al. 2000) et la 

perte de tension induite dans des modèles de ténotomie conduit à une régénération 

musculaire anormale.  

 

4. Vascularisation du muscle en régénération 

 

La progression du processus de régénération nécessite un apport sanguin local 

concrétisé par le développement de la micro-vascularisation (Burton, Carlson, et 

Faulkner 1987) : 

- A J2 post-ischémie, correspondant à la phase aigüe inflammatoire, le 

réseau vasculaire au sein du muscle squelettique en régénération est 

presque inexistant.  

- Entre J7 et J25, correspondant à la phase de réparation tissulaire, le 

réseau vasculaire se développe et se densifie.  

- Au-delà de J25, le réseau vasculaire apparait similaire à celui du muscle 

sain (Figure 12).  

 

Le sang garantit l’apport en oxygène et nutriments et permet le transport des 

macrophages et autres cellules phagocytaires sur le site de la nécrose. Les 

macrophages favorisent la pousse vasculaire. L’un des régulateurs majeurs de ce 
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phénomène est le facteur angiogénique HIF, activé par la destruction ou l’ischémie 

tissulaire, qui permet aux tissus endommagés de déclencher leur processus de 

réparation tissulaire. De plus, HIF est connu pour augmenter la transcription du 

VEGFA, l’un des facteurs les plus importants pour le bourgeonnement des CE à partir 

des vaisseaux préexistants sur le site de la nécrose (Maxwell et Ratcliffe 2002).  

 

 
Figure 12. Développement du réseau de capillaires sanguins dans le muscle de 

souris adulte en régénération (de J0 à J25 post ischémie) 
 

5. Prise en charge thérapeutique 

 

Les objectifs thérapeutiques sont le sauvetage de membre (Jaff et al. 2015), mais 

aussi l’optimisation de l’état cardio-vasculaire global du patient.  

 

La prise en charge des membres se concentre principalement sur la revascularisation 

artérielle (Figure 13) pour augmenter le flux distal afin de soulager les douleurs 

ischémiques et de cicatriser les plaies pour préserver un membre fonctionnel, 

maintenir l’autonomie (et donc la marche) et prévenir l'amputation majeure du 

membre. 

 

Les techniques chirurgicales conventionnelles visant à revasculariser le membre 

incluent les pontage anatomiques ou extra-anatomiques, et la thrombo-

endartériectomie. Le but de la revascularisation est de permettre la cicatrisation 

des troubles trophiques en rétablissant un flux pulsatile direct vers le pied. Pour la 

prise en charge de douleurs de décubitus isolées, le traitement de deux niveaux 
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lésionnels est en général suffisant. En cas de pathologie occlusive aorto-iliaque, 

l’utilisation de matériel prothétique a montré d’excellents résultats, avec une 

perméabilité primaire à 5 ans de 79.8% des pontages anatomiques aorto-bifémoraux 

pour prise en charge d’une ICC (Chiu et al. 2010). Les pontages extra-anatomiques 

présentent des taux de perméabilité généralement inférieurs et sont donc réservés 

aux patients à trop haut risque chirurgical pour pouvoir bénéficier d’un pontage 

anatomique (Setacci et al. 2011). Les pathologies occlusives du trépied fémoral sont 

généralement traitées par thrombo-endartériectomie avec d'excellents taux de 

perméabilité primaire de 90% à 5 ans (Kang et al. 2008). Cependant, la plupart des 

patients atteints d’ICC présentent une maladie occlusive infra-inguinale 

significative, ce qui a fait du pontage distal la pierre angulaire de la revascularisation 

de ces patients jusqu’à l’avènement du traitement endovasculaire. Ces pontages, 

permettent d’obtenir des taux de perméabilité secondaire et de sauvetage de 

membre à 5 ans de 81% et 95%, respectivement (Shah et al. 1995) lorsqu’ils sont 

réalisés avec une veine saphène autologue. Il s’agit, en effet, du meilleur substitut 

pour ce type de reconstruction et les résultats sont largement dépendants de la 

qualité du greffon utilisé et de son type (Schanzer et al. 2007; Conte et al. 2009). 

De plus, ces pontages sont associés à un taux non négligeable d’infection de site 

opératoire (11.1%) (Greenblatt, Rajamanickam, et Mell 2011), de thrombose à 30 

jours (6.3%) (Lancaster et al. 2012), et d’évènements indésirables graves cardio-

vasculaires (6.2%, englobant les décès, les infarctus du myocarde, et les accidents 

vasculaires cérébraux) (Conte et al. 2009). 

 

Durant les deux dernières décennies, l’utilisation croissante de techniques 

endovasculaires a conduit à une augmentation majeure de leur utilisation dans le 

contexte d’ICC. Ces techniques consistent à franchir la lésion à l’aide de guides et 

de cathéters de support, puis à traiter les lésions à l’aide de ballons simples, de 

stents ou de ballons et stents actifs, c’est-à-dire pouvant délivrer sur la paroi 

artérielle une molécule visant à limiter les phénomènes de resténose fréquemment 

observés dans ces localisations, par le biais notamment de paclitaxel (un poison du 

fuseau mitotique inhibant les phénomènes d’hyperplasie myointimale). Des outils 

d’athérectomie ont même fait leur apparition et visent à préparer les vaisseaux à 

ces traitements en diminuant le volume des séquestres athéromateux. Il est 
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généralement admis que les patients à haut risque chirurgical bénéficient d’un 

traitement endovasculaire (Hirsch et al. 2006; Rooke et al. 2011) et qu’une approche 

endovasculaire première doit être considérée pour les pathologies occlusives aorto-

iliaques (Setacci et al. 2011). Cependant, en l’état actuel des connaissances il n’est 

pas possible de trancher sur le bénéficie ou non d’une approche endovasculaire 

première pour les patients à faible risque chirurgical pouvant bénéficier d’un 

pontage sous inguinal. Les essais randomisés BEST-CLI (« Best Endovascular Versus 

Best Surgical Therapy for Patients With Critical Limb Ischemia ») et BASIL-2 ont pour 

but de répondre à cette question, tandis que l’essai BASIL-3 tentera de répondre à 

la question de la meilleure modalité de traitement endovasculaire entre ballon 

simple, ballon actif et stent actif afin de guider au mieux le geste de 

revascularisation des patients en ICC. 

 

Figure 13. Techniques de revascularisation chirurgicale 
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L'amputation majeure sus ou sous gonale est quant à elle recommandée comme 

traitement de première intention pour les patients en ICC présentant une nécrose 

extensive du pied sans possibilité de reconstruction, une pathologie artérielle sévère 

sans possibilité de revascularisation chirurgicale, un état de choc septique en lien 

avec les troubles trophiques ou une maladie en phase terminale, et aux patients 

grabataires présentant une attitude de triple retrait irréductible (Norgren et al. 

2007).  

 
Le traitement médical comprend l'utilisation d’antiagrégants plaquettaires (une 

simple antiagrégation plaquettaire est recommandée, et une double antiagrégation 

plaquettaire peut être discutée chez les patients à haut risque), de bêtabloquants, 

de statines, d'inhibiteurs de l'enzyme de conversion ou des antagonistes des 

récepteurs de l'angiotensine II.  

 

De plus, les différents facteurs de risque cardio-vasculaires doivent être pris en 

charge de manière optimale dans un cadre de prévention secondaire, avec 

notamment une aide au sevrage tabagique (Das et Eberhardt 2013), et selon les 

dernières recommandations (Aboyans et al. 2018), un niveau de LDL (« low-density 

lipoprotein ») cholestérol <100mg/dL, une tension artérielle <130/80mmHg pour les 

patients diabétiques et insuffisants rénaux, un niveau d’hémoglobine glyquée <7% en 

association avec une estimation régulière de l’évolution de la neuropathie diabétique 

et une prise en charge podologique.  

 

Des traitements alternatifs, tels que la sympathectomie lombaire, la stimulation 

médullaire électrique ou la compression pneumatique intermittente ont été étudiés 

mais n’ont pas fait la preuve d’une efficacité suffisante pour soutenir leur utilisation 

systématique (Conte et al. 2019), de même que les perfusions d’agents 

vasodilatateurs ou vaso-actifs et l’utilisation du caisson hyperbar (Conte et al. 2019). 

Néanmoins, la prise en charge de patients « sans option » s’avère tellement difficile 

qu’en pratique 88% de ces patients reçoivent des perfusions de prostaglandines, 17% 

font du caisson hyperbar et 3% bénéficient de la stimulation médullaire électrique 

dans l’espoir d’observer une amélioration clinique (Martini et al. 2012). 
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6. Situation actuelle des recherches en médecine régénérative 

 
Les thérapies de médecine régénérative comprennent la thérapie génique et la 

thérapie cellulaire. Elles visent essentiellement à favoriser l’angiogenèse. Elles 

offrent le potentiel de favoriser la cicatrisation des plaies et de prévenir l'amputation 

chez les patients dits « sans option » de revascularisation. 

Ce concept d’angiogenèse a été introduit dans les années 1990 par Jeffrey Isner 

(Isner et al. 1996). Plusieurs protéines pro-angiogéniques, dont le VEGF, l’HGF 

(hepatocyte growth factor) et le FGF, ont montré qu'elles favorisaient l'angiogenèse 

dans des modèles animaux (Jerome Roncalli et al. 2008).  

La courte demi-vie de ces protéines a conduit à l'utilisation de la thérapie génique 

pour maintenir une expression soutenue dans le membre ischémique. À ce jour, la 

plupart des essais cliniques ont utilisé l'injection intramusculaire d'un gène ou une 

thérapie cellulaire. Dans le cas de la thérapie génique, l'expression de la protéine 

est maintenue pendant 2 à 6 semaines. Les recherches en cours dans ce domaine 

comprennent des vecteurs alternatifs pour améliorer en toute sécurité l'expression 

des gènes à long terme. 

La thérapie cellulaire utilise des cellules souches ou de la moelle osseuse. Son 

mécanisme d’action présumé implique soit la différenciation des cellules souches en 

cellules vasculaires après injection dans le membre hypoxique, soit l'induction de 

l'expression de facteur de croissance angiogéniques.  

Les principaux essais thérapeutiques dont les résultats ont été publiés chez l’homme 

sont résumés dans le Tableau 2.  

Selon une récente méta-analyse, la plupart des études ont été réalisées chez des 

patients ne présentant pas de risque immédiat d’amputation majeure (Compagna et 

al. 2015). 

En effet, les essais impliquant des patients atteints d'ischémie critique sont de 

réalisation difficile et les principaux facteurs d’échec retrouvés sont le diabète et 

le recours à l’hémodialyse. Les comorbidités globales de ces patients entraînent une 

incidence élevée d'événements indésirables, et la nature hétérogène de l’ischémie 
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critique menaçant le membre se traduit par une histoire naturelle très variable et 

une faible reproductibilité des résultats. Dans ces essais, le taux d’amputation 

majeure à 1 an atteignait 35% chez les patients avec des troubles trophiques, contre 

<10% chez les patients souffrant uniquement de douleurs de décubitus. En outre, la 

FDA (« Food and drug administration ») recommande que la survie sans amputation 

majeure soit le critère de jugement principal d'efficacité dans un essai de phase 3 

sur les ischémies critiques, ce qui nécessiterait l’inclusion d’au moins 500 patients 

pour atteindre une puissance statistique suffisante.  

 

Par ailleurs, il n'y a pas de définition stricte d’ischémie critique « sans option ». Les 

études publiées ont généralement inclus des individus considérés comme de mauvais 

candidats pour la revascularisation chirurgicale ou endovasculaire, soit pour des 

raisons techniques (greffon veineux inadéquat, anatomie défavorable telle que 

l'absence d'artère cible dans le mollet en continuité avec le pied) soit pour des 

raisons cliniques (patient à haut risque chirurgical, mais douleurs de décubitus ou 

trouble trophique à faible probabilité de nécessiter une amputation majeure dans le 

mois).  

 

Les inquiétudes générales sur les risques d’'angiogenèse « hors cible » pouvant 

entrainer une progression de la rétinopathie proliférative diabétique ou la croissance 

d'une tumeur occulte ont également entraîné des restrictions importantes dans les 

critères d'inclusion et d'exclusion de ces études. À ce jour, aucune de ces 

complications n’a été observée dans les essais de thérapie clinique angiogénique qui 

se sont achevés, ce qui a permis de limiter les restrictions actuelles. 

 

Cependant, malgré de premiers résultats prometteurs chez l’animal, aucun essai de 

phase 3 n'a démontré l'efficacité de ces thérapies. La conception actuelle des essais 

cliniques sur l’ischémie critique s'est améliorée et plusieurs essais cliniques de phase 

3 incluent activement mais en attendant des résultats plus probants, ces thérapies 

restent considérées comme expérimentales (Conte et al. 2019). 

 

De plus en plus d'études suggèrent que ces échecs pourraient s’expliquer par le fait 

que l’ICC ne serait pas secondaire à une carence en facteurs de croissance 
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angiogéniques mais plutôt à une altération de la signalisation en aval (Pérez-

Cremades, Cheng, et Feinberg 2020). En effet, les patients atteints d’ICC 

présenteraient des taux plus élevés de facteurs proangiogéniques circulants (VEGF-

A, Tie2 et angiopoïétine-2) par rapport à ceux présentant une claudication 

intermittente ou sans AOMI (Findley et al. 2008). De plus, malgré l'absence de 

différence d'expression de VEGF dans les modèles précliniques, la phosphorylation 

d'AKT/eNOS serait significativement réduite dans les pattes de souris  diabétiques 

par rapport aux pattes de souris contrôles (Hazarika et al. 2007). 

 
Essai 
clinique 

Traitement No. de 
participants 

Survie sans 
amputation 
majeure à 12 mois  
(traité vs placebo) 

Autres critères de 
jugement 

Reference 

Thérapie génique 
 
TALISMAN 
 

FGF 125 73% vs 48% (p= .009)  (Nikol et al. 2008) 

TAMARIS 
 

FGF 525 63% vs 67% (p= .48)  (Belch et al. 2011) 

HGF-STAT HGF 104 NS Modification de TcPO2 : 25.2 
mmHg  
vs 9.4mm Hg  
à 6 mois (p= .0015) 
 

(R.J. Powell et al. 
2008) 

HGF-0205 HGF 27 NS Modification de PSO : +0.05 
vs -0.17  
(p= .047) 

(Richard J. Powell 
et al. 2010) 

Shigematsu 
et al. 

HGF 40 NS Diminution des douleurs de 
décubitus ou de taille de 
l’ulcère : 70.4% vs 30.8%  
(p= .014) 

(Shigematsu et al. 
2010) 

Thérapie cellulaire 
 
Iafrati et al Moelle osseuse 

autologue 
97 NS Diminution des douleurs de 

décubitus: 58% vs 26% à 6 
mois (p= .025) 
 
Amélioration de PSO  : 0.48 
vs 0.012 à 6 mois (p= .02) 

(Iafrati et al. 
2011; 2016) 

RESTORE-
CLI 

Cellules 
souches 
autologues 

72 NS Critère combiné (à 1 an 
absence d’amputation 
majeure, mortalité, 
augmentation de taille 
d’ulcère, nouvelle 
gangrène) : 40% vs 67% (p= 
.045) 

(Richard J Powell 
et al. 2012) 

MOBILE Cellules de 
Moelle osseuse 
autologue 

152 80% vs 69% (NS)  (Murphy et al. 
2011) 

JUVENTAS Cellules 
mononucléées 
de Moelle 
osseuse 

160 77% vs 84% à 6 mois 
(NS) 

Amputation majeure à 6 
mois : 19% vs 13% (NS) 
 

(Teraa et al. 
2015) 

 
FGF :fibroblast growth factor, HGF :hepatocyte growth factor, NS-non significatif, TcPO2-pression 
transcutanée en oxygène, PSO-pression systolique d’orteil  
 

Tableau 2. Principaux Essais cliniques de thérapie génique et de 
thérapie cellulaire dans l’ischémie critique 
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D’autres essais thérapeutiques ciblent actuellement la dysfonction endothéliale et 

notamment le processus inflammatoire y participant afin de limiter leur évolution 

vers une lésion endothéliale et l'athérosclérose (Bäck, Weber, et Lutgens 2015) ou à 

limiter le stress oxydatif dans l'endothélium de modèles murins, notamment par le 

biais des inhibiteurs de LOX-1 (Lectin-like oxidized low-density lipoprotein) (Hanna 

et Shevde 2016). Cependant, il est important de considérer les éventuels effets 

systémiques d’un traitement anti-inflammatoire au long cours (Moss et Ramji 2015), 

avec le risque d’altérer la performance globale de la réponse immunitaire (Gotsman 

et Lichtman 2007).  

 

Enfin, les ARN non codants (microARN ou ARN non codants longs) sont des régulateurs 

essentiels de l'expression génique qui contrôlent des mécanismes d’action pertinents 

dans l’ICC, comme l'angiogenèse/artériogenèse, l'hypoxie, l'inflammation, les 

cellules souches/progénitrices et le diabète de type 2. Plusieurs études ont montré 

qu’ils pourraient être des médiateurs de fonction ou des biomarqueurs dans la 

physiopathologie de l’ICC (Pérez-Cremades, Cheng, et Feinberg 2020).  

 

III. VOIE DE SIGNALISATION HEDGEHOG 

A. Généralités 

 

La famille des morphogènes Hh, qui comprend les protéines Sonic Hedgehog (Shh), 

Indian Hedgehog (Ihh) et Desert Hedgehog (Dhh), a été identifiée il y a près de 4 

décennies chez la drosophile comme régulateur essentiel de la détermination du 

destin cellulaire lors de l'embryogenèse (Nusslein-Volhard et Wieschaus 1980). 

L’origine de ce nom provient de l’aspect de la cuticule de la larve de drosophile 

mutée pour ce gène qui est courte et couverte de spicules. 

 

Shh est la plus largement exprimée et étudiée. Elle est impliquée dans le 

développement de nombreux organes dont le système nerveux central (SNC), les 

poumons, l'estomac, le cœur et les membres (Bitgood et McMahon 1995a) en 
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participant à l'orientation axiale et en orchestrant la morphogenèse ramifiée 

(Kolesová, Roelink, et Grim 2008).  

 

Le rôle d'Ihh et de Dhh est limité à un nombre restreint d'organes. Alors qu’Ihh 

participe au développement de l'intestin, des os et des reins (Ramalho-Santos, 

Melton, et McMahon 2000; St-Jacques, Hammerschmidt, et McMahon 1999), Dhh 

orchestre le développement des testicules et des nerfs périphériques (Bitgood, Shen, 

et McMahon 1996a; Parmantier et al. 1999a). Chez l'adulte, la signalisation Hh est 

généralement silencieuse mais participe au maintien et à la régénération des tissus 

en contrôlant le renouvellement et la différenciation des cellules souches, 

notamment dans la zone sous-ventriculaire cérébrale et dans les follicules pileux 

(Petrova et Joyner 2014). En outre, une activation inappropriée de la signalisation 

Hh a été reliée à plusieurs cancers chez l’homme, notamment le carcinome 

basocellulaire, le médulloblastome, le cancer du poumon et l'adénocarcinome 

pancréatique (Scales et de Sauvage 2009).  

 

Le rôle de la signalisation Hh dans la biologie vasculaire a d'abord été mis en évidence 

dans les embryons par Pepicelli et al. en 1998 (Pepicelli, Lewis, et McMahon 1998)  

et Rowitch et al. en 1999 (Rowitch et al. 1999). En effet, alors que la première étude 

révèle un réseau vasculaire pulmonaire plus clairsemé chez l'embryon déficient en 

Shh, la deuxième étude montre que l'expression ectopique de Shh induit une 

hypervascularisation suggérant un rôle pro-angiogénique de la signalisation Hh.  

 

Depuis lors, le rôle proangiogénique des ligands Hh a été confirmé chez l'adulte, 

notamment dans des conditions pathologiques (R. Pola et al. 2001; M.-A. Renault et 

al. 2010; Fujita, Miyamoto, et Saika 2009). De plus, il a été démontré que les ligands 

Hh régulent la maturation des vaisseaux sanguins (Q. Yao et al. 2014) en contrôlant 

le recrutement des cellules murales (Kengo F. Kusano et al. 2004; 2005; Qinyu Yao 

et al. 2014), l’intégrité (J. I. Alvarez et al. 2011) et la différenciation artérielle (N. 

D. Lawson, Vogel, et Weinstein 2002).  
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B. Gènes et protéines Hh chez le mammifère 

 

Les orthologues du gène Hh de la drosophile codant pour Shh, Ihh et Dhh se localisent 

sur des chromosomes différents :  

- Chromosome 5, 14 et 15 chez la souris  

- Et chromosome 7, 2 et 12 chez l’Humain, respectivement.  

Ces gènes présentent une forte homologie de séquence et les protéines sont 

hautement conservées entre les différentes espèces (Marigo et al. 1995; Pathi et al. 

2001) (Tableau 3). 

 
Identité de la protéine Shh murine avec différentes espèces 

 Drosophile Hh Poisson zèbre Shh Poulet Shh 

Humain Shh 62% 68% 84% 

    

Identité des différentes protéines Hh entre Humain et souris 

 Shh/shh Ihh/ihh Dhh/dhh 

 92.4% 96.8% 97.3% 

Tableau 3. Identité des différentes protéines Hh entre espèces – inspiré 
de (Marigo et al. 1995; Pathi et al. 2001)  

 
De plus, au sein d’une même espèce, les différentes protéines Hh possèdent entre 

elles un niveau d’homologie très élevé, en particulier pour la partie N-terminale 

des protéines. Ainsi, chez l’humain, Shh a 91% d’homologie avec Ihh et 76% avec 

Dhh, tandis que l’homologie entre Ihh est Dhh est de 80%. 

 

Les 3 protéines Hh des vertébrés sont synthétisées sous la forme de pré-pro-

protéines d’environ 45kDa. Celles-ci possèdent un peptide d’adressage à leur 

extrémité N-terminale, qui est reconnu par une PRS (Particule de Reconnaissance de 

Signal) durant sa translocation dans le réticulum endoplasmique. Au terme de la 

translocation, la séquence signal est retirée par une peptidase spécifique. 
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C. Voie de signalisation Hh et régulation 

 

1. Régulation de la sécrétion des ligands Hh  

 
Les pro-protéines Hh sont ensuite clivées par autoprotéolyse de la partie C-

terminale (Carboxy-) en libérant deux polypeptides : 

- Une séquence N-terminale de 19kDa, appelée N-Hh; 

- Une séquence C-terminale de 26 kDa, dégradée après le clivage. 

 

 
 

Figure 14. Modification et sécrétion post-transcriptionnelle des protéines Hh  

La maturation post-traductionnelle de la protéine Hedgehog (Hh) se déroule dans le réticulum 
endoplasmique (RE). Shh est synthétisée sous forme d'une protéine pleine longueur de 45kDa. 
Après l’hydrolyse du peptide signal, la partie C-terminale du précurseur (Hh-C) est libérée par 
autoprotolyse et un groupement cholestérol est ajouté à l’extrémité C-terminale de Hh-N. Hhat 
catalyse alors l’ajout d’un acide palmitique à l’extrémité́ N-terminale de Hh-N alors que la 
protéine Hh-C est envoyée hors du RE pour être dégradée par le protéasome. (1) La protéine 
mature Hh-Np est secrétée sous forme lipidique grâce à la protéine transmembranaire Dispatched 
(Disp), et à la protéine Scube2 qui se lie sur le groupement cholestérol de Hh-Np. (2) Les 
protéines Hh-Np sont capables de s’associer pour former des multimères solubles. (3) Les 
multimères peuvent également s’associer avec des héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG). 
Les HSPG sont attachées à la membrane plasmique de la cellule par une ancre 
glycosylphosphatidylinositol (GPI) et recrutent des lipoprotéines. Les protéines Hh-Np peuvent 
s’insérer aux lipoprotéines et la protéine Notum de type phospholipase-C permet la libération de 
Hh-Np en clivant l’ancre GPI de la membrane plasmique. (4) Alternativement, les protéines Hh-
Np peuvent également être libérées à la surface d’exovésicules – adapté de (Briscoe et Thérond 
2013). 
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La protéine Shh attache ensuite un fragment cholestérol à l'extrémité C-terminale 

nouvellement exposée. Shh est en outre modifiée par Hhat (Hedgehog 

acyltransferase) qui a catalysé l'addition d'un palmitate à l'extrémité N-terminale 

(Farzan et al. 2008) (Figure 14). Les modifications post-transciriptionnelles d’Ihh et 

Dhh ont été mal étudiées et pourraient différer. Ainsi, il est suggéré que Dhh ne subit 

pas de clivage autocatalytique  (Pettigrew, Asp, et Emerson 2013). 

 

La sécrétion et la solubilité des ligands Hh après modifications post-

transcriptionnelles dépendent de la protéine transmembranaire Disp1 (membre de 

la famille des transporteurs dispatched RND) et de la protéine de surface cellulaire 

Scube2 (peptide signal, domaine CUB et EGF like domain containing 2) (Tukachinsky 

et al. 2012) qui se lient à l'ancre cholestérol de Shh.  

 
2. Signalisation Hh  

 
L'interaction des protéines Hh avec leur récepteur spécifique Ptch1 (Patched) lève 

son inhibition sur la protéine transmembranaire Smo (Smoothened), ce qui active les 

voies de signalisation en aval dont : 

- La voie canonique Hh conduisant à l'activation des facteurs de transcription 

Gli  

- Et les voies non canoniques Hh, qui sont indépendantes de Smo et/ou Gli 

(David J. Robbins, Fei, et Riobo 2012) (Figure 15). 
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Figure 15. Voies de signalisation Hh - issu de (Chapouly et al. 2019) 
 

A. Voie canonique Hh. En l'absence de ligands Hh, Smo est inhibé par Ptch1 et les facteurs de 
transcription Gli sont associés à Sufu et Kif7. Ce dernier complexe favorise la phosphorylation de Gli3 et 
Gli2 par PKA, CK1 et GSK3b. Une fois phosphorylées, Gli2 et Gli3 sont traitées par le complexe d'ubiquitine 
ligase Spop/Cul3 pour générer respectivement Gli2R et Gli3R (formes répressives). La liaison des ligands Hh 
à Ptch1 conduit à l'activation de Smo qui empêche le clivage de Gli2 et Gli3. Gli2 et Gli3 de pleine longueur 
peuvent ensuite être transloqués vers le noyau et activer la transcription.  

B. Voie non canonique Hh. La liaison de Hh à Ptch1 ou Cdon peut, indépendamment de Smo, 
favoriser la survie ou la prolifération cellulaire en modulant respectivement l'activité Casp9 ou CcnD1. Il 
s’agit de la signalisation non canonique de type I. Alternativement, les ligands Hh peuvent activer PI3K/Akt, 
RhoA/ROCK ou AMPK, via Smo, mais indépendamment des facteurs de transcription Gli. Il s’agit de la 
signalisation non canonique de type II. 

 

L'activation de la voie canonique Hh favorise la survie et la prolifération cellulaire 

par la régulation de Bcl2, N-myc et CyclinD1, tandis que la signalisation non 

canonique a été impliquée dans les changements du cytosquelette et la migration 

cellulaire (D. J. Robbins, Fei, et Riobo 2012). La signalisation paracrine induite par 

Hh sur les cellules adjacentes est le mode de signalisation le plus courant, bien 

qu’une signalisation autocrine de Hh ait également été proposée. 
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3. Régulation de la signalisation Hh 

 

La liaison de Hh à Ptch1 est régulée par plusieurs co-récepteurs. Parmi ceux-ci, Cdon 

(Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes), Boc (Brother of 

Cdon) et Gas1 (Growth arrest specific) sont suggérés comme promoteurs de 

l'interaction du ligand Hh avec Ptch1, tandis que Hhip (protéine interagissant avec 

Hedgehog) l'inhibe (Ramsbottom et Pownall 2016). 

 

De plus, il a été démontré que l'activité de signalisation Hh dépend du cil primaire. 

Le cil primaire est une fine protrusion d’environ 1-5µm de longueur présente à la 

surface de la majorité des cellules des vertébrés (Figure 16) (Bettencourt-Dias et 

al. 2011). Il est constitué d’une membrane ciliaire entourant un axonème composé 

de neuf paires de microtubules. Le cil primaire n’est présent à la surface des cellules 

qu’en phase de quiescence puisque les centrioles qui composent le corps basal de 

l’axonème sont nécessaires à la division cellulaire.  

 

Cette structure sert d’antenne à la cellule et permet de capter de nombreux signaux 

extérieurs en regroupant des récepteurs membranaires. C’est le corps basal qui agit 

comme une zone d’ancrage pour un grand nombre de protéines péricentriolaires. Les 

fibres de transition, situées entre le corps basal et l’axonème, créent une barrière 

perméable entre le cil et le reste de la cellule. Une machinerie permettant le 

transport bidirectionnel de complexes protéiques est mise en place le long de 

l’axonème. Ce système de transport intraflagellaire (IFT) est possible notamment 

grâce à des protéines motrices, nommées kinésines pour le transport antérograde et 

dynéines pour le transport rétrograde.   

 

Plusieurs éléments des voies de signalisation Hh dont Smo, Sufu, Kif7, Gli2 et Gli3 

ont été localisés au cil primaire, et la perturbation des gènes codant pour les 

protéines du cil primaire comme les protéines IFT, talpid3 et Dzip1 (Zinc finger 

protein )/Iguana reproduisent la plupart des caractéristiques du déficit en Shh (Bangs 

et Anderson 2017). 
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Figure 16. Structure du cil primaire 

Le cil primaire est composé d’un axonème ciliaire formé de neuf doublets de microtubules (structure 
9+0), d’une membrane ciliaire et d’un corps basal. Les fibres de transition forment une barrière 
perméable entre le cil et le reste de la cellule. Les protéines cargo sont transportées par des 
particules IFT de haut en bas du cil grâce aux moteurs kinésine et dynéine qui se déplacent le long 
de l’axonème. Le BBSome régule le transport et l’assemblage des particules IFT sur l’axonème - 
adapté de (Valente et al. 2014).  

4. Protéine Smo 

 
Smo est une protéine à sept domaines transmembranaires qui appartient à la famille 

des récepteurs frizzled/taste2. Ce groupe de récepteurs se lie généralement aux 

protéines G monomériques pour transduire le signal et stimuler l’activité des lipides 

et des protéines kinases. Le couplage de Smo aux protéines G reste cependant 

controversé. Les études réalisées chez les vertébrés suggèrent la capacité de Smo à 

s’associer directement et de façon sélective aux membres de la famille des protéines 

Gi. Cependant, ces données ne sont pas concordantes avec le consensus issu des 

travaux effectués chez la drosophile suggérant que Smo ne s’associe pas aux 

protéines G. Ces résultats conflictuels pourraient s’expliquer par le fait qu’il existe 

des différences significatives en termes de structure primaire de la protéine Smo 

entre la drosophile et les vertébrés.  

 



 81 

L’extrémité C terminale de Smo est également un site important pour la production 

d’un signal agissant sous le contrôle de la β arrestine2 qui interagit avec des 

protéines G monomériques, des composants de la cascade de signalisation de la MAPK 

(mitogen-activated protein kinase) et des tyrosines kinases non-récepteurs (Riobo et 

Manning 2007; Ayers et Thérond 2010). 

 

Plusieurs hypothèses sont évoquées pour expliquer la levée de la répression de Smo 

par Ptch1 :  

- la première suggère que Ptch1 agit via un mécanisme catalytique (1 molécule 

de Ptch1 inhibe 250 molécules de Smo),  

- la seconde suggère que la répression est induite par la formation d’un 

complexe physique entre Smo et Ptch1,  

- la troisième suggère que Ptch1 agit via une activité mimant celle d’un canal 

qui met en jeu son domaine stérol (Huangfu et Anderson 2006). 

 

La transduction du signal à partir de Smo conduit à l’activation des facteurs de 

transcription Gli1, Gli2 et Gli3, qui sont des protéines de liaison à l’ADN de 5 

domaines de type doigts de zinc, et qui présentent un certain nombre de domaines 

communs mais diffèrent par leur extrémité N-terminale. Dans la structure des 

protéines Gli, on observe la présence de séquences de dégradation (les degrons) à 

proximité desquelles se trouve le site de liaison de Su(Fu) (suppressor of fused) 

(Figure 17).  

 

Chez les mammifères, la protéine Su(Fu) participe à la régulation de la transduction 

des facteurs de transcriptions Gli. Actuellement, le mode de fonctionnement de 

Su(Fu) est assez mal connu. Deux hypothèses sont évoquées :  

- la première suggère que lorsque Su(Fu) et Gli1 sont co-exprimés, Su(Fu) est 

capable de séquestrer Gli1 dans le cytoplasme et donc d’inhiber son activité 

transcriptionnelle (Kogerman et al. 1999).  

- La seconde suggère que Su(Fu) fonctionne comme un co-répresseur de la 

transcription des facteurs Gli via le recrutement d’un complexe répresseur 

transcriptionnel formé par la protéine Sin3A et l’HDAC (histone déacétylase) 

(S. Y. Cheng et Bishop 2002). 
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Figure 17. Schéma de la structure comparative des facteurs de transcriptions 
Gli1, Gli2 et Gli3 – issue de (C.-C. Hui et Angers 2011) 

 

 

En l’absence des ligands Hh, Ptch inhibe Smo ; Su(Fu) est alors associé aux facteurs 

Gli. Cela conduit à la formation d’un complexe de dégradation cytoplasmique dans 

lequel les membres de la famille Gli (Gli1, 2 et 3) sont phosphorylés par des kinases 

(CKI (caséine kinase I),  GSK3ß (glycogène synthase kinase-3ß) et  PKA (protéine 

kinase A)) (Price 2006). Les facteurs Gli phosphorylés sont alors ubiquitinylés et pris 

en charge par le protéasome. Gli1 est totalement dégradé. Gli2 et Gli3 sont eux 

partiellement dégradés, libérant leur extrémité N-terminale qui fonctionne comme 

un répresseur transcriptionnel (Koike et al. 2000; Saitoh et Katoh 2001).  

 

En présence des ligands Hh, Smo active la sérine/thréonine kinase STK36 qui 

phosphoryle Su(Fu), cela a pour conséquence la libération des facteurs Gli de leur 

complexe répresseur et leur translocation nucléaire sous leur forme complète. Dans 

le noyau, les facteurs Gli vont alors activer la transcription de gènes cibles (Hallikas 

et al. 2006; Kasper et al. 2006). 
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Gli2 et Gli3 sont des médiateurs primaires de la signalisation Hh et sont 

indispensables au cours de l’embryogenèse, contrairement à Gli1 (Park et al. 2000; 

Bai et al. 2002), notamment pour le développement du système nerveux central, du 

squelette, de l’œsophage, de la trachée et des poumons (Mo et al. 1997; Ding et al. 

1998; Motoyama et al. 1998). Gli1 semble fonctionner dans le cadre d’une boucle de 

rétrocontrôle positif, et bien que Gli2 agisse principalement comme facteur 

transcriptionnel activateur et Gli3 comme facteur transcriptionnel répresseur de la 

voie Hh, l’ensemble des protéines Gli partagent une fonction activatrice commune 

(Motoyama et al. 1998; Buttitta et al. 2003; Bai, Stephen, et Joyner 2004; McDermott 

et al. 2005).  

 

Lors de la liaison des ligands Hh à leur récepteur, l’initiation du signal par les 

protéines Hh nécessite la formation d’un complexe ternaire qui comprend Hh, Ptch1 

et les protéines BOC (Brother of CDO) ou CDO (homologues of the drosophila iHog). 

BOC et CDO sont des protéines à simple domaine transmembranaire et appartiennent 

à la superfamille des immunoglobulines. Elles s’associent aux Hh et régulent leur 

gradient de concentration à la membrane afin de permettre l’action des Hh (Riobo 

and Manning 2007). D’autres protéines interagissent avec les protéines Hh : Hip1 

(Hedgehog Interacting Protein 1) qui code pour une glycoprotéine associée à la 

membrane (Chuang et McMahon 1999) et Gas1 (Growth Arrest Specific) qui lie le GPI 

(glycophosphatidylinosotol) (Del Sal et al. 1992). Il a été montré que Gas1 est capable 

d’activer la signalisation Hh (Martinelli et Fan 2007) alors que Hip1 l’inhibe 

(Hammond et Whitfield 2009). Ptch2 interagit également avec Hip1 et Gas1, et 

ensemble, leur liaison aux Hh régule le niveau et l’efficacité de leur signalisation (Yu 

Wang, McMahon, et Allen 2007; Abe et al. 2008).  

 
D. Modulateurs pharmacologiques de la voie Hh dans les essais cliniques 

 
1. Antagonistes de la voie de signalisation Hh 

 

La modulation de la voie de signalisation Hh par des outils pharmacologiques s’est 

rapidement révélée prometteuse pour le traitement des cancers Hh-dépendants. 

Dans les années 1950, dans une ferme de l’Idaho (Etats-Unis), plusieurs moutons 

consommant des graines de fleur sauvage de la famille oxysepalum ont donné 
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naissance à des cyclopes. Après 11ans d’investigation, un alcaloïde produit par cette 

plante et responsable de la malformation a été découvert et nommé cyclopamine 

(dérivé du terme cyclope) (Keeler et Binns 1968). La cyclopamine inhibe Smo via une 

interaction directe avec cette protéine : le premier inhibiteur de la voie Hh était 

né (Incardona et al. 1998; Berman et al. 2002; J. K. Chen et al. 2002).  

 

Des molécules capables de réduire l’activité constitutive du récepteur Smo, ainsi que 

des molécules ayant pour cible Shh ou les facteurs de transcription Gli ont alors pu 

voir le jour. 

 

Un dérivé de la cyclopamine, l’IPI-926 ou Pipeline-Saridegib (Infinity 

Pharmaceuticals), plus facile à produire et plus soluble, a également été étudié 

comme agent thérapeutique potentiel. IPI-926, en inhibant la prolifération des 

cellules stromales, favorise la perfusion de la tumeur et améliore la concentration 

de la chimiothérapie dans le tissu cancéreux (Kenneth P. Olive et al. 2009). Le 

potentiel synergique de l’association entre cette molécule et une chimiothérapie est 

à l’étude et cette molécule est également en phase I d’un essai clinique pour le 

traitement du carcinome baso-cellulaire (Jimeno et al. 2013).  

 

Puis de nombreux inhibiteurs de Smo, qui diffèrent en structure de la cyclopamine 

ont été développés : le GDC-0449 ou Vismodegib (Genentech/Curis), le LDE225 et 

le LEQ506 (Novartis Pharmaceuticals), le BMS-833923 ou XL-139 (Bristol-Myers 

Squibb), le PF-0449913 (Pfizer), le LY2940680 (Lilly) et les SANT74 et 75 (Merck 

Chemicals). L’ensemble de ces molécules empêche le passage de Smo de sa forme 

inactive à sa forme active.  

 

Des inhibiteurs du transport de Smo inactif du cytoplasme vers le cil primaire sont 

également développés : les SANT1-4 (Merck Chemicals) (Katoh et Katoh 2005; Rudin 

et al. 2009; Tremblay et al. 2009; Hongbo Yang et al. 2009; Buonamici et al. 2010).  

 

Si les études actuelles se focalisent sur les inhibiteurs de Smo, il existe également 

des molécules qui agissent sur d’autres cibles de la signalisation Hh : certaines 

bloquent la transcription de Gli comme les GANT58 et 61 (Tocris Bioscience) (Lauth 
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et al. 2007), d’autres comme la robotnikinin (Harvard Scientists) se fixent à Shh et 

empêchent sa fixation sur Ptch1 (Stanton et al. 2009). Un anticorps dirigé contre 

Ptch1 est également à l’étude (Nakamura et al. 2007) (Figure 18).  

 

 
 
Figure 18. Sites d’action des différents inhibiteurs pharmacologiques de la voie 

de signalisation Hh – inspiré de (Onishi et Katano 2011; M. Hui et al. 2013)  
 

 

Certaines de ces molécules font l’objet d’essais cliniques et en janvier 2012, le 

vismodegib est devenu le premier agent thérapeutique ciblant la voie Hh à recevoir 

l'approbation de la FDA, puis en juillet 2013 l'approbation de l'Agence européenne 

des médicaments, pour le traitement des patients adultes présentant un carcinome 

baso-cellulaire métastatique ou localement avancé et inéligible à un traitement 

chirurgical ou par radiothérapie (Meiss, Andrlová, et Zeiser 2018). Les résultats 

semblent prometteurs avec une réduction partielle et parfois totale de la tumeur.  

 

En 2015, un essai de phase II démontrait une réduction de l’invasion métastatique 

chez des patients atteints de médulloblastome (Robinson et al. 2015). Cependant, 
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un patient chez qui les lésions métastatiques avaient régressé de façon importante 

a rechuté un mois plus tard du fait d’une mutation du gène codant pour Smo 

(substitution d’un résidu acide aspartique de Smo). Cette mutation n’avait aucun 

impact sur la voie de signalisation Hh mais empêchait le vismodegib de se fixer sur 

sa cible et donc d’inhiber la signalisation Hh (Rudin et al. 2009; Yauch et al. 2009). 

Les données cliniques sont encore limitées, mais pour les patients récidivants ou 

réfractaires, il pourrait représenter une option thérapeutique (Lou, Nelson, et Kool 

2019). 

 

Cette molécule est également en essai clinique pour le traitement du cancer 

colorectal métastatique (Berlin et al. 2013), du cancer du poumon à petites 

cellules (Tian et al. 2012), du cancer pancréatique (B. N. Singh et al. 2011) du 

cancer de la prostate, du chondrosarcome (Sandhiya et al. 2013), du cancer de 

l’ovaire (Kaye et al. 2012). 

 

Elle aurait également montré son efficacité sur des lignées cellulaires de leucémie 

myéloïde chronique BCR-ABL positives, mais pour l’instant aucun essai clinique n’a 

été publié à ce sujet (Katagiri et al. 2013; Okabe et al. 2012). 

 
2. Agonistes de la voie de signalisation Hh 

 
L’implication de la voie de signalisation Hh dans la structuration et la croissance des 

structures cérébrales, le développement de nombreux organes au cours de 

l'embryogenèse, la biologie des cellules souches et l'homéostasie tissulaire chez 

l'adulte ont ouvert la voie à l’étude de petites molécules modulatrices de cette voie 

dans les processus de réparation tissulaire dans diverses pathologies.  

 

Bien qu'un nombre impressionnant d'antagonistes de Smo aient été développés (F. 

Wu et al. 2017), seul un nombre limité d'agonistes ont été caractérisés (Figure 19) 

et aucun n'a atteint les essais cliniques (Ruat et al. 2014). 
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Figure 19. Sites d’action des principaux agonistes pharmacologiques de la voie 

de signalisation Hh – adapté de (Ruat et al. 2014) 
 
OHC-hydroxycholestérol 
 

2.1. Agonistes endogènes 

 

Smo est un récepteur à sept domaines transmembrannaires ayant la particularité 

d’être constitutivement actif et régulé par un récepteur à 12 domaines 

transmembrannaires : Ptch (Hadden 2014). Une des hypothèses permettant 

d’expliquer le mécanisme d’inhibition exercé par Ptch sur Smo serait que Ptch 

pourrait réduire la quantité de ligand endogène disponible pour moduler l’activité 

de Smo.  

 

Une étude a fourni des preuves solides que Ptch régule la concentration de 

cholestérol intracellulaire de cellules Hh-dépendantes, en contribuant à l’efflux du 

cholestérol (c’est-à-dire en captant du cholestérol à partir des macrophages afin de 

l’évacuer des vaisseaux), et que cette activité pourrait être un facteur de prévention 

de l’accumulation de Smo à la membrane plasmique (Bidet et al. 2011). Le 

cholestérol et ses dérivés ont donc été proposés comme des ligands potentiels 

naturels du récepteur Smo. En effet, la déplétion cellulaire génétique ou 

pharmacologique en stérols rend les cellules moins sensibles au ligand Shh (Cooper 

et al. 2003; Corcoran et Scott 2006). De plus, le 20(S)-OH (hydroxycholestérol) est 
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capable d’activer la voie de signalisation Hh (Corcoran et Scott 2006; Nachtergaele 

et al. 2012). L’étude des mécanismes d’action par lesquels ces oxystérols activent 

la voie Hh montre que les oxystérols se lient directement à Smo.  

 

2.2. Agonistes synthétiques 

 

Plusieurs agonistes synthétiques ont été caractérisés (Figure 20). Ils se fixent 

directement sur le récepteur Smo et entraînent son activation via un changement de 

conformation protéique (Stanton et Peng 2010).  

 

La molécule SAG (Hh-Ag 1.3) a été découverte parmi une famille de benzothiophènes 

biaryliques (Hh-Ag 1.1 - Hh Ag 1.5) lors d’un criblage à haut débit basé sur l’inhibition 

de l’activité du gène rapporteur Gli-luciférase stimulée par la protéine Shh. Les 

premières études visant à déterminer le mode d’action de la molécule SAG ont été 

réalisées à l’aide d’un dérivé tritié de Hh-Ag 1.5 et ont démontré que le SAG inhibe 

la liaison du radio-ligand au récepteur Smo (Frank-Kamenetsky et al. 2002). Des 

études similaires avec un dérivé photosensible du SAG radiomarqué ont démontré 

que ce dérivé se lie également sur Smo au niveau des domaines transmembrannaires 

du récepteur. Ce dérivé inhibe aussi la liaison de la cyclopamine, suggérant qu’il se 

fixe sur le même site que cet antagoniste (J. K. Chen et al. 2002). Tout comme le 

ligand Shh, le SAG induit la prolifération des précurseurs des cellules granulaires dans 

le cervelet et la translocation du récepteur Smo au niveau du cil primaire (Rohatgi 

et al. 2009).  
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    D 

 
 

Figure 20. Structures des principales molécules agonistes du récepteur Smo et 
régulation des voies de signalisation Hh non canoniques par les modulateurs de 

Smo 
A. Structures du SAG, un dérivé de benziothiophène, de la Purmorphamine, un dérivé des purines et 

du GSA-10, un dérivé des quinolones - d’après (Hadden 2014) 

B. Structure du 20(S)-OHC (hydroxycholestérol) - d’après (Hadden 2014) 

C. Structures de dérivés glucocorticoïdes proposés comme agonistes de Smo - d’après (Hadden 2014)  
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D. Les protéines Hh et les ligands de Smo, le SAG, la Purmorphamine (Pur.), le GSA-10, le 20(S)- OHC, 

le GDC-0449 et la Cyclopamine (Cyclo) induisent des réponses cellulaires par des voies de signalisation 

Hh non canoniques – adapté de (Ruat et al. 2014) 

La Purmorphamine induit la migration de fibroblastes par de petites GTPases, Rac1 et RhoA (Ariel H. 

Polizio et al. 2011).  

Le SAG stimule des pics d’activités calciques dans le cil primaire des neurones post-mitotiques de la 

moelle épinière en développement (Belgacem et Borodinsky 2015).  

Le SAG induit également, par l’intermédiaire d’une protéine kinase activée par l’AMP (Ampk), 

dépendante du Calcium une absorption rapide de glucose dépendante du cil primaire (Teperino et 

al., 2012). Le 20(S)-OHC mais aussi deux antagonistes de la voie Hh canonique (le GDC et la 

Cyclopamine (Cyclo.)) ont des propriétés agonistes envers cette réponse (Ruat et al. 2014). 

Le SAG a la particularité de présenter une courbe d’activité biphasique. En effet, 

à partir de concentrations supérieures à 1µM, le SAG inhiberait la voie Hh (Frank-

Kamenetsky et al. 2002). Il a été montré que cette perte d’activité n’est pas due à 

des effets cytotoxiques du composé. Ce dernier pourrait inhiber un composant 

cellulaire nécessaire à l’activation de la voie Hh (J. K. Chen et al. 2002). Cependant, 

dans un modèle d’explant de tube neural de poulet, des concentrations croissantes 

de SAG (0.1–1µM) miment de façon dose-dépendante l’effet de Shh sur la 

différenciation des cellules du tube neural (Frank-Kamenetsky et al. 2002).  

Deux études ont ensuite permis de mieux comprendre les exigences structurelles 

pour l’activation de la voie de signalisation Hh par cette classe d’agonistes, et ont 

conduit au développement de composés dérivés du SAG plus puissants et moins 

toxiques (Brunton et al. 2009; Seifert et al. 2012).  

La purmorphamine appartient à une deuxième famille chimique agoniste de Smo 

dérivée des purines et a été découverte lors d’un criblage à haut débit basé sur 

l’induction de la différenciation de cellules mésenchymateuses en ostéoblastes 

mettant en jeu différentes voies de signalisation, dont la voie Hh (X. Wu et al. 2002). 

Cette molécule ostéogénique s’est ensuite révélée capable d’induire la transcription 

des gènes Gli1, Gli2 et Ptch, démontrant clairement que ses effets résultaient d’une 

activation de la voie Hh (X. Wu et al. 2004). Une série d’expériences a permis 

d’identifier Smo comme étant la cible de la purmorphamine. En effet, la 

purmorphamine est inactive sur des cellules MEF Smo-/- (fibroblastes embryonnaires 

de souris) mais restaure l’activité de la voie Hh sur des cellules MEF Ptch-/- (Sinha et 
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Chen 2006). De plus, la purmorphamine inhibe la liaison de la cyclopamine sur le 

récepteur Smo (Sinha et Chen 2006). Elle a été utilisée dans plusieurs systèmes in 

vitro pour étudier le potentiel thérapeutique de l’activation de la voie Hh (Beloti, 

Bellesini, et Rosa 2005b; 2005a; Fontaine et al. 2008), et plusieurs études rapportent 

les effets neuroprotecteurs de la purmorphamine in vivo sur des modèles murins 

(Chechneva et al. 2014a; Shao et al. 2017).  

Le GSA-10 diffère par le fait qu’il ne reconnaît pas le site de liaison de la 

cyclopamine. Il est le seul à stimuler Smo pour induire la différenciation cellulaire 

par un mécanisme qui n’implique ni l’augmentation de la transcription des gènes 

Ptch et Gli1, ni la translocation de Smo dans le cil primaire (Gorojankina et al. 2013). 

Il est fortement potentialisé par la toxine cholérique et la forskoline (inhibiteur de 

l’adénylate cyclase) et il favorise la différenciation des cellules progénitrices 

mésenchymateuses multipotentes en ostéoblastes. Le GSA-10 a permis de mettre en 

évidence deux formes conformationnelles de Smo, SmoSAG et SmoGSA-10, pouvant 

être discriminées pharmacologiquement par les antagonistes de Smo. Ainsi, plusieurs 

antagonistes comme le GDC-0449, le CUR61414, la cyclopamine ou le MRT-92 perdent 

leur sensibilité pour inhiber le SmoGSA-10 (Gorojankina et al. 2013).  

Enfin, le criblage de molécules approuvées par la FDA et utilisées en clinique a 

permis d’identifier plusieurs glucocorticoïdes synthétiques comme agonistes 

potentiels de la voie de signalisation Hh et plus particulièrement du récepteur Smo. 

Ces composés sont capables de stabiliser la b-arrestine favorisant l’internalisation 

de Smo au sein de vésicules, mais aussi d’induire l’activité Gli-luciférase, la 

prolifération des précurseurs de cellules granulaires du cervelet et de potentialiser 

l’effet prolifératif de Shh sur ces cellules (J. Wang et al. 2010). Cependant, ces 

composés n’inhibent que partiellement la liaison de la cyclopamine (20 à 25%), 

suggérant des sites d’interaction différents (J. Wang et al. 2010). Initialement, 

quatre glucocorticoi ̈des fluorés de synthèse (halcinonide, fluticasone, clobétasol et 

fluocinonide) ont été identifiés comme agonistes de Smo. Une seconde étude basée 

sur l’accumulation du récepteur Smo au niveau du cil primaire a mis en évidence 

d’autres glucocorticoi ̈des, tels que la fluocinolone ou la triamcinolone, comme 

agonistes du récepteur Smo (Yu Wang et al. 2012). Cependant, parmi ce second 

criblage, deux glucocorticoïdes, le budénoside et le ciclésonide, ont montré des 
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effets antagonistes, suggérant que des molécules ayant des structures chimiques très 

proches peuvent avoir des effets opposés.  

IV. VOIE DE SIGNALISATION HH ET VAISSEAUX 

A. Embryogenèse 

 

Plusieurs études réalisées chez l’embryon ont permis de mettre en évidence 

l’implication des morphogènes Hh dans l’angiogenèse et la vasculogenèse au cours 

du développement.  

 
1. Vascularisation du sac vitellin 

 

Le sac vitellin est un bon modèle expérimental pour l’étude de la transition 

vasculogenèse-angiogenèse. Or, il a été démontré que la signalisation Hh orchestre 

l'angiogenèse dans le sac vitellin puisque les embryons SmoKO ne parviennent pas à 

former les vaisseaux sanguins du sac vitellin (Byrd et al. 2002). Ihh, sécrétée par 

l'endoderme primitif, semble être le principal ligand responsable de cet effet (Dyer 

et al. 2001).  

 

Néanmoins, alors que les embryons SmoKO ne forment aucun vaisseau sanguin, les 

embryons IhhKO forment des vaisseaux qui ne subissent pas de remodelage vasculaire, 

c’est-à-dire pas de ramification en grandes et petites branches ni de couverture par 

les péricytes (Byrd et al. 2002; T. Nagase et al. 2006).  

 

Cela suggère :  

- soit que Shh et/ou Dhh participent également à la vascularisation du sac 

vitellin,  

- soit que les effets d’Ihh sont partiellement compensés par Shh et/ou Dhh en 

l'absence d'Ihh.  

 

Il a été démontré que la signalisation Hh favorise la vasculogenèse via FoxF1 

(Forkhead box protein F1) et BMP4 (Bone morphogenetic protein) (Dyer et al. 2001; 

Astorga et Carlsson 2007) tandis que le remodelage des vaisseaux semble dépendre 
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de VEGF, Flk-1 (Flowering locus K homology domain) et Notch-1 (M. Nagase et al. 

2006) (Figure 21). 

 

 
Figure 21. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 

impliqués dans la vasculogenèse induite par la signalisation Hh et le remodelage 
du plexus vasculaire primaire – issu de (Chapouly et al. 2019) 

 

Au niveau cellulaire, on ne sait toujours pas quels types de cellules répondent aux 

signaux Ihh: in vitro, les CE semblent répondre directement à Ihh puisque les 

cellules C166 (une lignée de CE de sac vitellin de souris) répondent à la protéine 

recombinante Shh en surexprimant Gli1 et Ptch1 et en migrant davantage. De plus, 

dans ces cellules, Shh augmente également l'expression de Nrp1 (Neuropilin), Klf4 

(Krueppel-like factor), Jag1 (Jagged) et Col4a1 (Collagen type IV alpha 1 chain), 

principaux facteurs impliqués dans la biologie de la CE (Hochman et al. 2006a). 

 

2. Développement vasculaire des poumons 

 

Les premiers rapports d’un défaut de vascularisation secondaire à un déficit en Shh 

ont été réalisés dans des poumons de souris (Pepicelli, Lewis, et McMahon 1998). 

Plus tard, un système vasculaire altéré caractérisé par un réseau clairsemé avec de 

grands espaces entre les capillaires a été décrit dans la partie distale des poumons 
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d’embryons de souris ShhKO et SmoKO (Miller et al. 2004; A. C. White, Lavine, et Ornitz 

2007).  

 
L'expression de VEGFA dépend de Smo dans la partie distale du poumon tandis que 

son expression dans le mésenchyme sous-épithélial semble être moins dépendante 

de la signalisation Hh (A. C. White, Lavine, et Ornitz 2007). Cependant, le lit 

vasculaire pulmonaire est diminué dans les embryons ShhKO proportionnellement à la 

diminution de la ramification des voies aériennes et l'expression de VEGFA ne serait 

pas différente de celle du poumon témoin (van Tuyl et al. 2007). Le développement 

vasculaire précoce dans les poumons, médié par la signalisation VEGF/VEGFR-2, 

semble ensuite se dérouler normalement dans les embryons ShhKO, probablement en 

raison d’effets compensatoires possibles des autres ligands Hh. Au contraire, la 

stabilisation vasculaire est défectueuse en raison de la régulation négative de 

l'Angpt1 (van Tuyl et al. 2007). 

 

Au niveau cellulaire, le développement du réseau capillaire pulmonaire ne dépend 

pas d'un effet direct de Shh sur la CE car il est normal dans les poumons SmoECKO (A. 

C. White, Lavine, et Ornitz 2007). Au contraire, il dépend de l'expression de FoxF1 

induite par Shh, via des sites de liaison Gli, dans des cellules non identifiées, très 

probablement de type mésenchymateux  (Seo et al. 2016) (Figure 20). 

 

3. Formation de l'aorte et des vaisseaux intersomitiques 

 

La signalisation Hh est également nécessaire à la formation de l'aorte. Dans les 

embryons aviaires, l'inhibition de Smo et Shh, en utilisant respectivement la 

cyclopamine et les anticorps bloquant 5E1, entraverait à la fois la formation et le 

remodelage de l'aorte (S. A. Vokes et al. 2004; Kolesová, Roelink, et Grim 2008; 

Moran, Salanga, et Krieg 2011).  

 

De plus, l'activation de la voie Hh avec le SAG (Smoothened agonist) conduit à la 

formation d'une aorte ectasique. Il a également été souligné que les angioblastes 

d'embryons de souris SmoKO ne parviennent pas à organiser et à former une aorte, en 

particulier dans les deux tiers antérieurs de l'embryon (S. A. Vokes et al. 2004), 

tandis que l'activation de la voie Hh par la suppression de Ptch1 (régulateur négatif 



 95 

de la signalisation Hh) se traduit par une aorte dorsale ectasique (Coultas et al. 

2010).  

 

De manière cohérente, des études menées sur des embryons de poisson zèbre 

signalent que des mutations de Syu (Sonic-you, un orthologue de Shh), yot (You-too, 

un orthologue de Gli2) ou Smo, ou des poissons-zèbres traités par cyclopamine ne 

forment pas d'aorte dorsale (Brown et al. 2000; Nathan D. Lawson, Vogel, et 

Weinstein 2002; Williams et al. 2010a) et que l'administration d'anticorps bloquant 

5E1 entraîne de nombreux défauts vasculaires, y compris une fusion retardée de 

l'aorte dorsale et des hémorragies (Kolesova, Roelink, et Grim 2008). En outre, Shh 

favorise la différenciation artérielle, car les poissons zèbres mutants Syu, yot et 

Smo ne parviennent pas à exprimer EphrinB2, un marqueur spécifique artériel (N. D. 

Lawson, Vogel, et Weinstein 2002) (Figure 22). 

 

 
 

Figure 22. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 
impliqués dans la différenciation artérielle induite par Hh – issu de (Chapouly et 

al. 2019) 
 

Shh favoriserait la formation des tubes artériels et l'identité artérielle via VEGFA 

(N. D. Lawson, Vogel, et Weinstein 2002; Coultas et al. 2010; T. Nagase et al. 

2006). Plus spécifiquement, Shh peut induire l'expression de VEGFA dans des 

somites via un récepteur de type calcitonine (Nicoli et al. 2008) qui à son tour 

favorise l'expression de Notch5 dans les CE. L'activation de la signalisation Noth, 
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inhibe Flt4 et favorise l'expression d'EphrinB2 (N. D. Lawson, Vogel, et Weinstein 

2002).  

Une autre hypothèse suggère que Shh serait nécessaire à l’organisation des 

angioblastes et favoriserait l'identité artérielle en réprimant le sort des cellules 

veineuses dans les angioblastes (Williams et al. 2010a). Ceci est soutenu par le 

fait que les angioblastes, et plus tard les CE aortiques, expriment Ptch1, Ptch2 

et Smo (S. A. Vokes et al. 2004).  

Dhh est, quant à elle, exprimée par l’endothélium des gros vaisseaux au cours du 

développement embryonnaire (Bitgood et McMahon 1995b). Dhh est fortement 

surexprimée lors des contraintes de cisaillement à la fois in vitro et in vivo (Ni et al. 

2010). En conséquence, son expression est principalement retrouvée au niveau des 

CE artériolaires chez l’adulte (Vanlandewijck et al. 2018). Les souris DhhKO sont 

viables avec des atteintes des nerfs périphériques, une perméabilité accrue des 

vaisseaux endo-neuraux (Sharghi-Namini et al. 2006a) et une atteinte de la fertilité 

des mâles (Bitgood, Shen, et McMahon 1996b; Parmantier et al. 1999b). 

 

4. Implication de la signalisation Hh dans le développement d’autres lits 

vasculaires  

 
La signalisation Hh est impliquée dans le développement vasculaire d'autres organes, 

notamment la rétine, le cerveau, le squelette et le cœur. 

 

La rétine: la signalisation Hh est impliquée dans l'angiogenèse rétinienne, car la 

cyclopamine inhibe l'angiogenèse rétinienne (Surace et al. 2006) qui s'avère 

nécessaire pour la survie de la CE rétinienne et des péricytes. En effet, Shh promeut 

Ptch1, Gli2, Notch1, Notch3, Bcl2 et Bclxl mais inhibe l'expression de Bax dans les 

CE rétiniennes alors qu'il promeut Ptch1, Gli2, Notch1 et Bcl3 dans les péricytes. 

Cependant, alors que le flux pulsatile favorise la signalisation Hh et la survie de la 

CE rétinienne, il l'inhibe dans les péricytes rétiniens (Walshe et al. 2011).   

 

Le cerveau: les embryons déficients en Gli2 sont dépourvus de tronc basilaire 

(Berrios-Otero et al. 2009) probablement en lien avec une diminution de la 



 97 

production de Shh par les CE du plexus choroïde du Rhombencéphale, alors qu’il 

favorise sa vascularisation à l’état physiologique. Shh adresse très probablement des 

signaux aux péricytes et non pas aux CE, car seuls les péricytes expriment Ptch1 dans 

cette étude (Nielsen et Dymecki 2010). 

 

Le squelette: Ihh favorise l'organisation et la stabilité tridimensionnelle des 

vaisseaux sanguins squelettiques (Colnot et al. 2005), et la protéine recombinante 

Shh améliore l'angiogenèse et l'ostéogenèse dans un système de co-culture composé 

d'ostéoblastes primaires et de CE (Eva Dohle et al. 2010). Dans les os, Ihh agirait en 

aval de la signalisation VEGF car la signalisation VEGFA/VEGFR-2 stimule son 

expression et son activité (Duan et al. 2015). 

 

Le cœur: Shh est nécessaire à l'expression de VEGFA, VEGFB, VEGFC et Angpt2 

induite par FGF9 dans les cardiomyocytes et les cellules périvasculaires (Lavine et 

al. 2006). Dans les cardiomyocytes, la signalisation Hh permettrait le développement 

des veines coronaires, tandis que dans les cellules périvasculaires, la signalisation 

Hh serait nécessaire à la croissance coronaire artérielle (Lavine et al. 2008). 

 

Les somites: Dans les embryons aviaires, l’inhibition de Smo et de Shh compromet 

la croissance des vaisseaux intersomitiques (Moran et al. 2012), tandis que 

l'activation de la voie Hh par le SAG conduit à une densification des plexus 

vasculaires. En outre, le nombre de filopodes des CE est corrélé avec l'activité de la 

signalisation Hh puisque le nombre de filopodes diminue dans les embryons traités 

par cyclopamine, tandis qu’il augmente dans ceux traités par le SAG (Moran, Salanga, 

et Krieg 2011). Au niveau moléculaire, la croissance des vaisseaux intersomitiques 

semble dépendre de VEGFA mais être indépendante de Notch ou BMP (Moran et al. 

2012).  

 

Enfin, il a été démontré que la surexpression ectopique de Shh dans le tube neural 

dorsal induit une hyper-vascularisation de la moelle épinière (Rowitch et al. 1999), 

tandis que l'expression ectopique d'une forme constitutivement active de Smo 

(SmoM2) dans les ovaires augmente la densité de tubes endothéliaux CD31+ chez les 

souriceaux (Ren et al. 2012).  
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B. Angiogenèse post-natale 

1. Dans un contexte ischémique  

 

Au-delà de son rôle dans la vascularisation des embryons, la signalisation Hh a 

également été identifiée comme régulant l'angiogenèse post-natale, en particulier 

dans un contexte post-ischémique (R. Pola et al. 2001) et dans les cancers (W. Chen 

et al. 2011). 

 

Les propriétés pro-angiogéniques des ligands Hh ont été confirmées notamment au 

niveau du cœur (K. F. Kusano et al. 2005; Ahmed et al. 2010), du cerveau (Y. Jin et 

al. 2017; Chechneva et al. 2014b; S.-C. Chen et al. 2017), de la peau (J. Asai et al. 

2006) et des nerfs périphériques (K. F. Kusano et al. 2004).  

 

Dans chacun de ces organes, l'administration de Shh (ou d'un agoniste de Smo) 

augmente la densité capillaire après ischémie. Conformément aux résultats obtenus 

dans le muscle squelettique de patte, l'angiogenèse induite par Shh dans le cœur 

n'implique pas l'activation de la signalisation Hh dans les CE (Gupta et al. 2018a). Au 

contraire, l'angiogenèse induite par Shh est associée à une augmentation des 

niveaux de VEGFA dans tous ces tissus (K. F. Kusano et al. 2005; Jun Asai et al. 2006; 

S.-C. Chen et al. 2017), même s’il a été décrit que Shh est aussi capable d’agir 

directement sur les CE in vitro en stimulant leur migration et la morphogenèse 

capillaire (P. Chinchilla et al. 2010; M.-A. Renault et al. 2010).  

 

De façon similaire, l’angiogenèse rétinienne provoquée par un processus 

ischémique est à l’origine d’une surexpression de Shh et de VEGF, effets inhibés par 

la cyclopamine, antagoniste pharmacologique de Smo (Surace et al. 2006). 

 

Le rôle du VEGFA dans l'angiogenèse induite par Shh a été prouvé à la fois dans la 

peau (J. Asai et al. 2006) et dans le cerveau (S.-C. Chen et al. 2017) en utilisant des 

anticorps anti-VEGFA. Dans le modèle de cicatrisation de la peau, la transfection 

d’ADN nu codant pour Shh stimule la réparation tissulaire via la vasculogenèse et le 

recrutement de cellules progénitrices de la moelle osseuse.  
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Shh favoriserait également les capacités angiogéniques des cellules dérivées de la 

moelle osseuse dans le cœur (K. F. Kusano et al. 2005; Bueno-Betí et al. 2019). 

Cependant, le rôle de la signalisation endogène Hh dans le cœur n'est pas claire ; 

tandis que Lavine KJ et al. ont rapporté que l'administration d'anticorps bloquant Hh 

diminue la densité capillaire et la survie des cardiomyocytes post infarctus du 

myocarde (Lavine, Kovacs, et Ornitz 2008), il a également été démontré que 

l'administration de cyclopamine améliore la fonction cardiaque (Bijlsma et al. 2008). 

Dans l’infarctus, la transfection d’ADN codant pour la protéine Shh humaine permet 

non seulement de stimuler la néovascularisation via le recrutement de progéniteurs 

endothéliaux mais aussi de réduire la fibrose et l’apoptose cardiaque. De plus, de 

nombreux facteurs angiogéniques comme le VEGF ou les Angpt sont stimulées par 

Shh dans les fibroblastes cardiaques (Kengo F. Kusano et al. 2005). L’ensemble de 

ces données suggère que la signalisation Hh, pendant l’ischémie, par sa capacité à 

induire la surexpression de facteurs proangiogéniques, stimule de façon indirecte 

l’angiogenèse.  

 

2. Dans un contexte de Cancer 

 

L'hyperactivation de la signalisation Hh observée dans les tumeurs favoriserait 

l'angiogenèse tumorale. Plus précisément, le blocage de la signalisation Hh avec les 

antagonistes de Smo, y compris le GDC-0449 et la cyclopamine, réduit la densité 

vasculaire des xénogreffes de cancer du côlon productrice de Hh (W. Chen et al. 

2011), de carcinomes épidermoïdes linguaux (Kuroda et al. 2017) ou de mélanomes 

(Geng et al. 2007).  

 

Inversement, l'expression ectopique de Shh dans les xénogreffes DLD-1 exprimant 

faiblement Hh augmente la densité vasculaire de la tumeur et augmente 

l'angiogenèse (W. Chen et al. 2011), et les tumeurs implantées chez les souris Hhip+/- 

présentent une angiogenèse tumorale accrue (Agrawal, Kim, et Kwon 2017). Shh 

serait également impliquée dans le développement du carcinome baso-cellulaire, 

du cancer du poumon et le medulloblastome (Athar et al. 2006; Dellovade et al. 

2006) en stimulant l’angiogenèse tumorale (Velcheti 2007). Enfin, des niveaux 
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d'expression élevés de Gli1 ont été corrélés avec une densité microvasculaire accrue 

dans les Gliomes (Cui et al. 2012) et une expression élevée de VEGFR2 dans les 

cancers du sein triple négatifs (Di Mauro et al. 2017) tandis que l'expression d'Ihh a 

été associée à l'expression de VEGF et la présence de cellules CD34+ dans le 

carcinome hépatocellulaire (Y. Li et al. 2018).  

 

L'hyperactivation de la signalisation Hh dans les cellules cancéreuses elles-mêmes 

(c'est-à-dire la surexpression de Gli1 ou Shh) augmente l'expression de facteurs 

proangiogéniques, comme le VEGFA (X. Cao et al. 2012; Cui et al. 2012; X. Liao et 

al. 2009), MMP2, MMP9 (Cui et al. 2012) et l’héparanase (Zhu et al. 2014) dans les 

cellules de Gliome ou Cyr61 dans les cellules de cancer du sein (Harris et al. 2012).  

 

Une nouvelle forme tronquée alternativement épissée de Gli1 (mais pas de Gli1 de 

pleine longueur) se lie au promoteur VEGFA. Ainsi, la protéine Shh produite par les 

cellules cancéreuses pourrait promouvoir l'expression de VEGFA dans les fibroblastes 

stromaux (Agrawal, Kim, et Kwon 2017; W. Chen et al. 2011) et induire par la suite 

la prolifération des CE.  

 

De plus, les ligands Hh produits par les cellules cancéreuses serait également des 

modulateurs directs de la fonction des CE: Shh est fortement exprimée dans le 

carcinome épidermoïde lungual humain tandis que les protéines Ptch1, Gli1 et Gli2 

sont exprimées dans les cellules microvasculaires du front invasif tumoral (Kuroda et 

al. 2017; Valverde Lde et al. 2016). Dans des HUVEC en culture, Shh favoriserait la 

prolifération cellulaire (Geng et al. 2007) tandis que Gli1 favorise l'expression de 

VEGFR-2 (Di Mauro et al. 2017).  

 

D’autre part la protéine Hhip, antagoniste naturel des ligands Hh, habituellement 

fortement exprimée par les CE vasculaires, est sous exprimée dans les CE de plusieurs 

cancers humains lors du processus d’angiogenèse (Olsen et al. 2004). Ces résultats 

suggèrent que l’expression réduite de Hhip dans la néovascularisation tumorale 

contribuerait à l’augmentation de la signalisation Hh dans la tumeur et favoriserait 

l'angiogenèse tumorale (Olsen et al. 2004). Enfin, la protéine Shh produite par les 

cellules cancéreuses adéno-pancréatiques pourrait promouvoir les propriétés 
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angiogéniques des cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse  (Yamazaki et 

al. 2008) (Figure 23). 

 

En plus d'être exprimés par les cellules cancéreuses, les ligands Hh (Shh et Ihh) sont 

également exprimés par les CE (Becher et al. 2008; Valverde Lde et al. 2016; Yan et 

al. 2014), en particulier dans les carcinomes épidermoïdes oraux et les gliomes, les 

macrophages (Valverde Lde et al. 2016) et les astrocytes (Becher et al. 2008). 

Notamment, l'inhibition de Scube2 endothélial supprime l'angiogenèse tumorale (Y.-

C. Lin et al. 2018) et Shh peut être transportée par des microvésicules à partir du 

carcinome épidermoïde oral (Huaitong et al. 2017). 

 

 
 

Figure 23. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 
impliqués dans l’angiogenèse tumorale induite par Hh – issu de (Chapouly et al. 

2019) 
 

Alors que la plupart des études s'accordent à dire que la signalisation hyper-activée 

de Hh dans les tumeurs peut favoriser l'angiogenèse tumorale, quelques études ont 

montré des résultats opposés:  

- L'inhibition de Smo par IPI-926 augmenterait la densité des vaisseaux 

tumoraux dans l'adénocarcinome canalaire pancréatique (K. P. Olive et al. 

2009).  



 102 

- et les tumeurs déficientes en Shh seraient plus agressives et présenteraient 

une histologie indifférenciée, une vascularisation accrue et des 

caractéristiques de prolifération accrue qui sont toutes présentes dans le 

phénotype de souris témoins traitées par IPI-926.  

 

De plus, l'administration d'un anticorps bloquant VEGFR améliore sélectivement la 

survie des tumeurs déficientes en Shh (Rhim et al.2014). Par ailleurs, un autre 

inhibiteur de Smo, NVP-LDE225 (érismodegib), restaure la densité vasculaire dans 

l'adénocarcinome canalaire pancréatique, diminue la couverture par les péricytes et 

améliore la perméabilité des vaisseaux, suggérant une proportion accrue de micro-

vaisseaux immatures (Roy Chaudhuri et al. 2016).  

 

3. Autres cas d’angiogenèse pathologique 

 

La signalisation Hh a été impliquée dans l'angiogenèse de la plaque 

d'athérosclérose. Notamment, les exosomes dérivés des adipocytes résistant à 

l'insuline (IRADE) sont porteurs de Shh, ce qui favoriserait la vulnérabilité de la 

plaque en induisant une angiogenèse des vasa vasorum, en association avec une 

augmentation des niveaux d'expression de Gli1 et VEGFA (F. Wang et al. 2018).  

 

De plus, Shh et Ptch1 sont surexprimés dans la rétinopathie de la prématurité 

(Surace et al. 2006) et dans la néovascularisation choroïdienne induite par laser 

(Surace et al. 2006; H. He et al. 2010) favorisant l’angiogenèse pathologique. 

L'inhibition de la voie Hh (cyclopamine) entraîne une réduction de l’angiogenèse et 

de VEGFA et Ptch1, plaçant l'activation de Shh en amont de VEGFA dans l'angiogenèse 

rétinienne expérimentale (Surace et al. 2006).  

 

Par ailleurs, chez les souris présentant une lésion hépatique chronique ou des souris 

qui ont subi une hépatectomie partielle aiguë, l'administration d'un antagoniste de 

Smo (GDC-0449 ou cyclopamine) empêche la capillarisation de la CE sinusoïdale 

hépatique (Xie et al. 2013). 
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Enfin, une étude suggère que l'Annexine A2 favoriserait la prolifération et 

l'angiogenèse de la CE en augmentant Ihh et Gli1 dans le contexte de la polyarthrite 

rhumatoïde (Yi et al. 2016). 

 

C. Rôle de la voie de signalisation Hh dans le maintien de l’intégrité vasculaire 

et de la quiescence des cellules endothéliales 

 
1. À la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

 
Le rôle essentiel de la signalisation Hh dans le maintien de l'intégrité de la BHE a été 

mis en évidence pour la première fois en 2011 (J. I. Alvarez et al. 2011). Cette étude 

a révélé que la signalisation Hh favorise l'intégrité de la BHE à la fois chez les 

embryons et chez les adultes, car les embryons ShhKO et les souris adultes traitées 

par cyclopamine présentent une fuite vasculaire cérébrale  (J. I. Alvarez et al. 2011). 

Dans cet article, le même phénotype est présent chez les souris SmoECKO (Tie2-Cre; 

SmoFlox/Flox), démontrant que les CE sont les cellules médiatrices de la régulation Hh 

de l'intégrité de la BHE.  

 

L'activation de la signalisation Hh dans les CE diminue la perméabilité de la BHE et 

augmente la résistance électrique trans-endothéliale des CE du cerveau en favorisant 

l'expression des protéines de jonctions serrées (Claudin-3, Claudin-5, Occludin, Jam-

A, ZO-1) (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011; Yue Wang et al. 2014) et de jonctions 

adhérentes (Cdh5, p120) (J. I. Alvarez et al. 2011). Ainsi, Shh est capable de moduler 

l’expression de protéines de jonction spécifiques des CE: l’occludine, la claudine-3 

et -5, la protéine ZO-1 et la p120 (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011; Xia et al. 2013a). 

 

Il est important de noter que la régulation positive des protéines de jonction est 

associée à une augmentation de l'expression de Gli1, Sox18 (Jorge Ivan Alvarez et al. 

2011, 2; Brilha et al. 2017) et Netrin1 (Podjaski et al. 2015). Enfin, la signalisation 

Hh empêcherait l'activation des CE, puisque Shh et la purmorphamine régulent 

négativement l'expression de Ccl2, Cxcl8 et ICAM-1 dans les CE de cerveau en 

culture, entraînant une diminution de l'adhésion et de la transmigration des cellules 

T CD4+ (J. I. Alvarez et al. 2011) (Figure 24). 
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Figure 24. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 
impliqués dans le maintien de l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique – 

issu de (Chapouly et al. 2019) 
 
L'administration d'agonistes de la signalisation Hh (rec NShh, SAG ou Purmorphamine) 

augmente l'expression des protéines de jonction serrée et diminue la perméabilité 

de la BHE (Xia et al. 2013b; Chechneva et al. 2014a; V. B. Singh et al. 2016b; 2017), 

tandis que l'administration d'un antagoniste de Smo augmente la perméabilité de la 

BHE et l'inflammation cérébrale (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011; T. Li et al. 2013).  

 

Ces données sont étayées par quelques études in vitro dans lesquelles les astrocytes 

ont été co-cultivés avec des CE cérébrales. La première étude rapporte que la 

Purmorphamine, agoniste de Smo, diminue les perturbations de la BHE induites par 

Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis n'affecte pas l'expression 

astrocytaire de Shh mais diminue l'expression de Scube2 et empêche la sécrétion de 

Shh (Brilha et al. 2017). Dans la deuxième étude, la phosphatase Wip1, empêche la 

dégradation de la BHE et la production de cytokines pro-inflammatoires en 

augmentant l'expression de Shh et Gli1 (Zhen et al. 2018). Un autre article met en 

évidence la capacité d'oxLDL à promouvoir l'apoptose de CE cérébrales en diminuant 

la signalisation autocrine induite par Shh (Jiang, Chen, et Zhang 2015). Enfin, Shh 

pourrait promouvoir l'intégrité de la BHE en augmentant l'expression d'Angpt1 de 

façon autocrine dans les astrocytes (Xia et al. 2013b). 
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Cependant, un article récent sur le glioblastome a mis en évidence un effet opposé 

de la signalisation Hh sur la BHE. Cette étude rapporte que les «cellules de patient 

initiatrices de glioblastome» sécrètent Dhh qui interagit avec Ptch2 endothélial via 

un mécanisme paracrine pour exacerber la perméabilité de la BHE (Azzi et al. 2015a). 

De plus, il a été démontré que la surexpression ectopique de Shh dans le tube neural 

dorsal induit une hypervascularisation et une hémorragie dans la moelle épinière 

(Rowitch et al. 1999). Enfin, une autre étude contradictoire rapporte que Shh 

transportée par des microparticules régule positivement ICAM-1 (Soleti et al. 2009a).  

 

2. À la barrière hémato-nerveuse 

 
Il est également démontré que l'activation de la signalisation Hh dans les CE favorise 

l'intégrité de la barrière hémato-nerveuse, car les souris SmoECKO présentent une 

perméabilité capillaire endoneuriale anormale et une inflammation nerveuse 

(Chapouly et al. 2016a). Dhh dérivée des cellules de Schwann serait responsable de 

cet effet (Chapouly et al. 2016a; Sharghi-Namini et al. 2006b).  

 

En accord avec les données obtenues dans le système nerveux central (SNC), la 

signalisation Hh semble promouvoir l'intégrité de la barrière hémato-nerveuse en 

augmentant l'expression de Cldn5 et Ocln et en diminuant l'expression de Ccl2 et Il1-

β (Chapouly et al. 2016a; Nathan Moreau et al. 2016). 

 

De plus, il a été démontré que l'augmentation de la perméabilité de la barrière 

hémato-nerveuse associée à la neuropathie diabétique résulte d'une régulation 

négative de Dhh (Chapouly et al. 2016a). Dans le contexte de lésion nerveuse par 

constriction chronique, l'expression de Shh est transitoirement augmentée tandis que 

l'expression de Gli1 et Ptch1 sont toutes deux diminuées (Nathan Moreau et al. 2016; 

N. Moreau et al. 2017). Enfin, l'administration locale de cyclopamine mime les 

altérations vasculaires induites par constriction chronique, y compris l'inflammation 

nerveuse et l'ouverture de la barrière hémato-nerveuse (Nathan Moreau et al. 2016), 

confirmant le rôle essentiel de la signalisation Hh dans la promotion de l'intégrité de 

la barrière hémato-nerveuse et la prévention de l'inflammation nerveuse. 
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3. En dehors du système nerveux 

 

La régulation de la survie des vaisseaux sanguins, en particulier dans le cœur, semble 

également dépendre de l'activité de signalisation Hh dans les cardiomyocytes et de 

la surexpression résultante de VEGFA, VEGFB, VEGFC, Angpt1 et Angpt2 (Lavine, 

Kovacs, et Ornitz 2008). 

 

Dans la rétine des souris diabétiques Akika (modèle de diabète de type 1 par 

mutation spontanée du gène de l'insuline 2 entraînant un repliement incorrect de la 

protéine insulinique et un diabète insulino-dépendant), la diminution de l’expression 

de Shh semble associée à une diminution de l'expression d'Angpt1, une augmentation 

de la perméabilité capillaire et une perte des péricytes (Huang et al. 2015).  

 

En plus de réguler les jonctions intercellulaires endothéliales et la quiescence 

immunitaire endothéliale, les ligands Hh pourraient également réguler les 

propriétés vasoactives des CE car il a été démontré que l'administration de 

microparticules porteuses de Shh favorise à la fois l'expression de NOS3 et sa 

phosphorylation (Agouni et al. 2007; Benameur et al. 2010). En outre, les 

microparticules porteuses de Shh permettraient de corriger les syndromes 

d’ischémie/reperfusion ou les phénomènes de vasorelaxation induits par 

l’Angiotensin-II (Marrachelli et al. 2013). De plus, dans un contexte de réaction aiguë 

du greffon contre l'hôte (GVH), une expression accrue de Hhip à la surface des 

microparticules dérivées de l'endothélium favorise l'apoptose de la CE, diminue 

l'expression de NOS3 et augmente l'expression de ICAM-1 et VCAM-1 (Nie et al. 2016). 

 

D. Implication de la voie de signalisation Hh dans le diabète 

 
La signalisation Hh joue un rôle dans l’organogenèse précoce du pancréas en régulant 

la taille du tissu pancréatique en formation. L’action synergique d’Ihh et Dhh, 

exprimés par les cellules pancréatiques au cours de l’embryogenèse, est 

indispensable au développement normal du pancréas (Kawahira et al. 2005). Chez 

l’adulte, Ihh et Dhh sont exprimées par les cellules des îlots de Langerhans et la 

signalisation Hh intervient dans la régulation de la sécrétion d’insuline par les 
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cellules β pancréatiques notamment via l’activation du facteur de transcription de 

l’insuline Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox) (Hebrok et al. 2000; M. K. 

Thomas et al. 2000; 2001; Kawahira et al. 2003; Nakayama et al. 2008).  

 

Des données récentes montrent l’implication d’une dérégulation de la voie de 

signalisation Hh dans le diabète de type 2 ; une réduction du niveau d’expression de 

Pdx1, connu pour être activé par la voie de signalisation Hh, provoque l’apparition 

d’une hyperglycémie chez la souris adulte (Ahlgren et al. 1998; Dutta et al. 1998; 

Lau, Kawahira, et Hebrok 2006). D’autre part, lorsque les niveaux des protéines Hh 

sont perturbés pendant le développement, cela a des répercussions sur les cellules 

β matures (Lau, Kawahira, et Hebrok 2006). 

 

Dans la neuropathie diabétique, l’administration systémique de la protéine Shh 

influe sur les vaisseaux du nerf mais les données sont contradictoires ; Kusano et al. 

montrent que la thérapie par Shh rétablie la densité vasculaire, augmente le nombre 

de péricytes des vaisseaux épineuraux et périneuraux et le flux sanguin dans les nerfs 

diabétiques (Kengo F. Kusano et al. 2005) alors que Calcutt et al. n’observent pas de 

modifications de flux sanguin dans les mêmes conditions (Calcutt et al. 2003). 

 

Ainsi, si l’on considère que la voie Hh est inhibée dans la pathologie diabétique et 

impliquée dans le défaut de perfusion dans le contexte d’ICC, un agoniste de la voie 

de signalisation Hh pourrait représenter une cible d’intérêt pour promouvoir la 

perfusion et la réparation tissulaire post-ischémie chez le sujet diabétique.  
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A l’heure actuelle l’ICC reste une pathologie incurable et de mauvais pronostic. La 

dysfonction vasculaire et endothéliale induite par le diabète apparait comme un 

déterminant de l’étiologie de l’ICC. La limitation de ces atteintes vasculaires et 

endothéliales multifactorielles semble ainsi être une stratégie prometteuse pour 

prévenir l’importante morbi-mortalité de l’ICC. 

 

Dans ce contexte bibliographique et suite aux travaux majeurs de notre équipe sur 

la compréhension des mécanismes d’action de la voie de signalisation Hh, l’objectif 

principal de ce travail de thèse était d’explorer les mécanismes 

physiopathologiques conduisant au défaut de réparation tissulaire et de perfusion 

en utilisant un nouveau modèle murin associant neuropathie diabétique et ICC 

avec pour hypothèse que la dysfonction endothéliale pourrait représenter une 

cible d’intérêt pour promouvoir la perfusion et la réparation tissulaire post-

ischémie.  

 

En effet, les connaissances sur la fonction de la voie de signalisation Hh et en 

particulier Shh, Dhh et Smo en font des candidats sérieux pour le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement de l’ICC. C’est pourquoi le 

développement de nouvelles approches, permettant la récupération de la fonction 

Hh notamment par administration d’agonistes de la voie Hh, apparaît comme une 

stratégie thérapeutique séduisante. 

 

Ce travail de thèse s’est orienté autour de 4 axes principaux : 

• Mieux comprendre le rôle de la signalisation Hh dans l'angiogenèse et la 

fonction vasculaire post-ischémique 

o Rôle de Shh 

o Rôle et régulation de Dhh dans la CE 

o Rôle de Dhh dans l’artériogenèse 

• Mieux comprendre la physiopathologie de l’ICC chez l’Homme dans le but 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 

• Établir un modèle expérimental chez la souris de diabète et d’ICC se 

rapprochant du phénotype humain 

• Tester le potentiel thérapeutique d’un agoniste de la voie Hh améliorant 
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l’intégrité de l’endothélium. 

 

L’ensemble de ce travail a été réalisé en associant diverses approches 

biologiques, histologiques et pharmacologiques : des tests cellulaires in vitro, des 

techniques de biologie moléculaire et de biochimie et des prélèvements 

tissulaires pour la réalisation de techniques histologiques.  
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MATERIELS ET METHODES 
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I. Souris  

Les souris ont été traitées conformément aux directives 2010/63/EU du Parlement 

européen sur la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques et approuvées 

par le Comité d’éthique en expérimentation animale n°50. Elles ont été élevées dans 

une animalerie conventionnelle avec boisson et nourriture standard à volonté et un 

cycle jour/nuit 12h/12h. 

 
 

1. Souris modifiées pour la voie Hh 

1.1. Souris Dhh  

 
1.1.1. DhhFlox/Flox 

 

Les souris déficientes en Dhh (DhhFlox/Flox) ont été obtenues en collaboration avec 

Martial Ruat et Elisabeth Traiffort (CNRS, institut de neurologie Alfred Fessard, 

Laboratoire de Neurobiologie et de Développement, UPR-3294, transduction du 

signal et neuropharmacologie développementale, Gif-sur-Yvette, France) sous fond 

génétique CD1-C57BL/6. L’invalidation du gène Dhh a été réalisée par excision des 

exons 1 et 2 et d’une partie de l’exon 3 qui ont été remplacés par une cassette de 

sélection (néomycine phosphotransférase). Le segment délété code pour la partie 

terminale active de la protéine Dhh. Ainsi, aucune protéine fonctionnelle ne peut 

être produite chez les souris homozygotes pour cette délétion (Bitgood, Shen, et 

McMahon 1996b).  

 

Pour réaliser les expérimentations, des souris Dhh+/- ont été croisées avec d’autres 

souris Dhh+/- de façon à obtenir dans une même portée des souris Dhh-/-, des souris 

Dhh+/- et leurs contrôles sauvages (Dhh+/+). 

 

1.1.2. Souris Pdgfb-CreERT2/+ ;DhhFlox/+ 

 

Les souris Pdgf-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec Marcus Fruttiger 

(National Institute of Medical Research, MRC, London, United Kingdom). Les souris 

PDGFB-CreERT2/+ ; DhhFlox/+ sont produites dans le laboratoire par croisement des 

souris PDGFB-CreERT2/+ (Claxton et al. 2008) avec les souris DhhFlox/Flox. Elles sont 
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issues du croisement des souris PDGFB-CreERT2/+ où la recombinase Cre est sous la 

dépendance d’un promoteur spécifique (Pdgf) avec les souris DhhFlox/Flox dans 

lesquelles le locus de Dhh est encadré par deux sites loxP. Ainsi à l’issue de ce 

croisement et suite à l’injection de tamoxifène (1mg/100µL/souris) pendant 5 jours 

consécutifs, la recombinase Cre permet l’ablation du locus Dhh au niveau des sites 

loxP. La souris PDGFB-CreERT2/+ ; DhhFlox/+ permet l’inhibition spécifique de Dhh dans 

les CE (Figure 25).  

 
 

 

 
Figure 25. Excision médiée par Cre et le mécanisme de CreER inductible – issu 

de (Cox et al. 2012) 
 

A. Suppression médiée par Cre d'un gène d’intérêt (GOI) flanqué de sites loxP.  
B. Excision induite par le CreER: En l'absence de tamoxifène, CreER est séquestré dans le 
cytoplasme par Hsp90. En présence de tamoxifène, CreER est transféré vers le noyau où il reconnaît 
les séquences loxP et clive l'ADN 
 

1.1.3. Souris Cdh5-CreERT2/+ ;DhhFlox/+ 

 

La souris Cdh5-CreERT2/+ ; DhhFlox/+ permet également l’inhibition spécifique de Dhh 

dans les CE (Figure 25). L'expression de Cre chez ces souris transgéniques peut être 

observée dans l'embryon et dans l'endothélium adulte des vaisseaux en 

développement et au repos, ainsi que dans un sous-ensemble de cellules 

hématopoïétiques. Ce second type de souris transgénique endothéliale a été utilisé 

car la comparaison de l'efficacité de la recombinaison et de la spécificité envers la 

A. B. 
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lignée sanguine a révélé des différences majeures entre les souris transgéniques 

endothéliales Pdgfb-CreERT2 et Cdh5-CreERT2 (Kilani et al. 2019). En effet, la 

recombinaison médiée par Cre se produit uniquement dans un petit nombre de 

cellules souches hématopoïétiques adultes chez les souris transgéniques Pdgfb-

CreERT2. Ainsi, lorsqu'une forte expression d'un transgène est requise dans les CE du 

sang adulte sans aucune expression concomitante dans les cellules sanguines, les 

souris Cdh5-CreERT2 peuvent être utilisées. 

 

Les souris Cdh5-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec Ralph H. Adams 

(Max Planck Institute for Molecular Biomedicine, Department of Tissue 

Morphogenesis, and University of Munster, Faculty of Medicine, Munster, Germany). 

Les souris Cdh5-CreERT2/+ ; DhhFlox/+ sont produites dans le laboratoire par croisement 

des souris Cdh5-CreERT2/+ (Azzoni et al. 2014) avec les souris DhhFlox/Flox selon un 

processus similaire à celui décrit chapitre 1.1.2.   

 

1.2. Souris Shh 

 

Les souris déficientes en Shh (ShhFlox/Flox) ont été obtenues auprès du laboratoire 

Jackson. L’invalidation du gène Shh a été réalisée en flanquant l’exon2, qui code 

pour environ la moitié du signal Shh N-terminal actif, avec des sites loxP. Ainsi, 

aucune protéine fonctionnelle ne peut être produite chez les souris homozygotes 

pour cette délétion (Dassule et al. 2000).  

 

Pour réaliser les expérimentations, des souris Shh+/- ont été croisées avec d’autres 

souris Shh+/- de façon à obtenir dans une même portée des souris Shh-/-, des souris 

Shh+/- et leurs contrôles sauvages (Shh+/+). 

 
1.3. Souris Smo 

 
1.3.1. Souris Pdgf-CreERT2/+ ; SmoFlox/* 

 

Les souris Pdgf-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec Marcus Fruttiger 

(National Institute of Medical Research, MRC, London, United Kingdom). Les souris 

SmoFlox/+ ont été obtenue auprès du laboratoire Jackson. Les souris Pdgf-CreERT2/+ ; 
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SmoFlox/+ sont produites dans le laboratoire par croisement des souris Pdgf-CreERT2/+ 

(Claxton et al. 2008) avec les souris SmoFlox/Flox (Long et al. 2001) selon un processus 

similaire à celui décrit chapitre 1.1.2. La souris Pdgf-CreERT2/+ ; SmoFlox/+ permet 

l’inhibition spécifique de la voie de signalisation Hh dans les CE (Figure 26).  

 

1.3.2. Souris Cdh5- CreERT2/+ ; SmoFlox/+ 

 

Selon les raisons évoquées au chapitre 1.1.3, des souris Cdh5-CreERT2/+ ; SmoFlox/+, 

qui permettent également l’inhibition spécifique de Smo dans les CE, ont été 

utilisées (Figure 25). Les souris Cdh5-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration 

avec Ralph H. Adams (Max Planck Institute for Molecular Biomedicine, Department 

of Tissue Morphogenesis, and University of Munster, Faculty of Medicine, Munster, 

Germany). Les souris Cdh5-CreERT2/+ ; SmoFlox/+ sont produites dans le laboratoire par 

croisement des souris Cdh5-CreERT2/+ (Azzoni et al. 2014) avec les souris SmoFlox/Flox 

(Long et al. 2001) selon un processus similaire à celui décrit chapitre 1.1.2.  

 

1.3.3. Souris HSA-CreERT2/+ ; SmoFlox/+ 

 
Les souris HSA-CreERT2 ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson. Dans ces 

souris transgéniques, le gène de la recombinase Cre est entraîné par le promoteur 

de l'actine alpha-squelettique humaine (HSA), la modification médiée par CreERT2 

des gènes cibles flanqués de LoxP est donc spécifique du muscle squelettique 

(Schuler et al. 2005). Les souris HSA-CreERT2 ; SmoFlox/+ sont produites dans le 

laboratoire par croisement des souris HSA-CreERT2 avec les souris SmoFlox/Flox (Long 

et al. 2001) selon un processus similaire à celui décrit chapitre 1.1.2. La souris HSA-

CreERT2 ; SmoFlox/+ permet l’inhibition spécifique de la voie de signalisation Hh dans 

le muscle squelettique (Figure 25). 

 
1.3.4. Souris LysM-Cre; SmoFlox/+ 

 

Les souris LysM-Cre ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson. L'allèle knock-

in/knockout LysMcre possède une recombinase Cre nucléaire insérée dans le premier 

triplet « ATG » codant du gène du lysozyme 2 (Lyz2); abolissant la fonction du gène 

endogène Lyz2 et plaçant l'expression NLS-Cre (nuclear localization sequence) sous 
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le contrôle des éléments endogènes promoteurs/activateurs Lyz2. Ces souris LysMcre 

peuvent être utiles pour les études Cre-lox de la lignée cellulaire myéloïde 

(monocytes, macrophages matures et granulocytes) et la réponse immunitaire innée. 

Les souris LysM-Cre ; SmoFlox/+ sont produites dans le laboratoire par croisement des 

souris LysM-Cre (Clausen et al. 1999) avec les souris SmoFlox/Flox selon un processus 

similaire à celui décrit chapitre 1.1.2. La souris LysM-Cre ; SmoFlox/+ permet 

l’inhibition spécifique de la voie de signalisation Hh dans les macrophages 

notamment (Figure 25). 

 
2. Souris Rosa26mT/mG  

 

2.1. Rosa26-CreERT2; Rosa26mT/mG 

 

Les souris Rosa26mT/mG ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson (Muzumdar et 

al. 2007). ROSAmT/mG est un allèle rapporteur Cre fluorescent bicolore ciblant la 

membrane cellulaire. Avant la recombinaison Cre, l'expression de fluorescence 

tdTomato (mT, rouge) localisée sur la membrane cellulaire est répandue dans 

l’ensemble des cellules/tissus. Les cellules exprimant la recombinase Cre (et les 

futures lignées cellulaires dérivées de ces cellules) ont une expression de 

fluorescence EGFP (mG, verte) localisée sur la membrane cellulaire remplaçant la 

fluorescence rouge.  

 

Les souris Rosa26-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec l’Institut Clinique 

de la Souris (Strasbourg, France) (Hameyer et al. 2007). Le locus locus Rosa26 est 

exprimé de manière ubiquitaire. Les souris Rosa26-CreERT2; Rosa26mT/mG sont 

produites dans le laboratoire par croisement des souris Rosa26-CreERT2 avec les 

Rosa26mT/mG selon un processus similaire à celui décrit chapitre 1.1.2. La souris 

Rosa26-CreERT2; Rosa26mT/mG permet l’obtention d’un signal vert de manière 

ubiquitaire après induction de la Cre par le tamoxifène (Figure 26). 
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Figure 26. Excision médiée par Cre et le mécanisme de CreER inductible dans 
des souris ROSAmT/mG présentant un allèle rapporteur Cre fluorescent bicolore 

 
La souris Rosa26mT/mG présente un allèle rapporteur Cre fluorescent bicolore (mT/mG), avec une 
protéine fluorescente rouge tomato (mT) présente sur la membrane dans toutes les cellules et tissus, 
tandis que la protéine fluorescente verte (mG) n'est pas exprimée. En présence de Cre, mT est excisé 
et les cellules expriment mG, qui remplace l'expression de mT – inspiré de (Sheller-Miller et al. 2019) 
 

2.2. Souris LysM-Cre; Rosa26mT/mG  

 
Les souris LysM-Cre et les souris Rosa26mT/mG ont été obtenues auprès du laboratoire 

Jackson. Les souris LysM-Cre; Rosa26mTmG sont produites dans le laboratoire par 

croisement des souris LysM-Cre avec les Rosa26mT/mG selon un processus similaire à 

celui décrit chapitre 1.1.2. La souris LysM-Cre; Rosa26mT/mG permet l’obtention d’un 

signal vert essentiellement dans les macrophages après induction de la Cre par le 

tamoxifène (Figure 26). 

 
2.3. Souris Pdgfb-CreERT2 ; Rosa26mT/mG  

 

Les souris Pdgf-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec Marcus Fruttiger 

(National Institute of Medical Research, MRC, London, United Kingdom) tandis que 

les souris Rosa26mT/mG ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson. Les souris 

Pdgfb-CreERT2 ; Rosa26mT/mG sont produites dans le laboratoire par croisement des 

souris Pdgfb-CreERT2 avec les Rosa26mT/mG selon un processus similaire à celui décrit 

chapitre 1.1.2. La souris Pdgfb-CreERT2 ; Rosa26mT/mG permet l’obtention d’un signal 

vert dans les CE après induction de la Cre par le tamoxifène (Figure 26). 
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2.4. Souris Cdh5-CreERT2 ; Rosa26mTmG  

 

Selon les raisons évoquées au chapitre 1.1.3, des souris Cdh5-CreERT2/+ qui 

permettent également l’inhibition spécifique d’un gène cible dans les CE, ont été 

utilisées. Les souris Cdh5-CreERT2/+ ont été obtenues en collaboration avec Ralph H. 

Adams (Max Planck Institute for Molecular Biomedicine, Department of Tissue 

Morphogenesis, and University of Munster, Faculty of Medicine, Munster, Germany) 

tandis que les souris Rosa26mT/mG ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson. 

Les souris Cdh5-CreERT2 ; Rosa26mT/mG sont produites dans le laboratoire par 

croisement des souris Cdh5-CreERT2 avec les Rosa26mT/mG selon un processus similaire 

à celui décrit chapitre 1.1.2. La souris Cdh5-CreERT2 ; Rosa26mT/mG permet 

l’obtention d’un signal vert dans les CE après induction de la Cre par le tamoxifène 

(Figure 26). 

 
3. Souris diabétiques  

 
3.1. Souris traitées par Streptozotocine 

 

Les souris C57BL/6 étaient obtenues auprès du laboratoire de Charles Rivers et 

amplifiées à l’animalerie. Les souris du groupe diabétique étaient traitées à 6 

semaines d’âge par injections intra-péritonéales (IP) quotidiennes de 

Streptozotocine (STZ) à la dose de 55 mg/kg/j pendant une durée de 5 jours après 

un jeûne de 4h (O’Brien, Sakowski, et Feldman 2014).  

 

Les souris du groupe contrôle étaient traitées avec le tampon de citrate de sodium 

seul selon le même protocole. Un glucomètre permettait de mesurer la glycémie à 

partir d'un prélèvement veineux réalisé à l’extrémité de la queue à la 4ème semaine 

post-injection puis tous les 15 jours jusqu’au sacrifice. Dans le même temps, une 

mesure du poids était réalisée.  

 

La STZ présente une cytotoxicité spécifique des cellules bêta des ilôts de Langerhans 

pancréatiques. Ce schéma d’administration permet d’obtenir le développement d’un 

modèle de diabète de type 1 avec une insulino-déficience plus qu’une insulino-
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résistance, une hyperglycémie chronique et une augmentation des lésions 

d’athérosclérose en comparaison aux témoins traités par le tampon citrate (x17 avec 

l’apparition de stries lipidiques et de cellules spumeuses) (Kunjathoor, Wilson, et 

LeBoeuf 1996). Il permet d’obtenir une stabilité relative du poids des souris et les 

complications du diabète, dont la neuropathie, apparaissent après 12 semaines 

d’hyperglycémie constante (>2.5g/L). Il est largement employé dans l’analyse de la 

dysfonction endothéliale en raison de l’absence d’action directe connue de la STZ à 

ce niveau.  

3.2. Souris Leprdb/db (db/db) 

 

Les souris diabétiques Leprdb/db dérivent à l’origine d’une mutation spontanée 

autosomique récessive dans l’allèle Leprdb, localisé sur le chromosome 4, découverte 

par Coleman et Hummel en 1967 (Hummel, Coleman, et Lane 1972). Cette mutation 

correspond au remplacement d’une guanidine par une thymidine dans cet allèle, ce 

qui crée un site d’épissage anormal et conduit à l’insertion de 106 nucléotides dans 

le transcrit. Cette insertion provoque la perte de fonction du signal de transduction 

normalement induit par le récepteur à la leptine. Des souris db/db, sous le fond 

génétique C57BL/KsJ, ont été obtenues auprès du laboratoire Charles River. 

 

Les animaux mutants sont spontanément hyperphagiques et hyper-sécrètent de 

l’insuline, ils deviennent obèses, hyperglycémiques, hyper-insulinémiques et 

insulino-résistants dans les premiers mois de leur vie puis, plus tard, développent 

une hypo-insulinémie associée à une hyperglycémie avec un pic entre 3 et 4 mois. 

Au-delà de cet âge, les animaux développent une cétose et perdent progressivement 

du poids ; les souris db/db vivent rarement au-delà de 8-10 mois.  

 

Des souris sont croisées entre-elles de façon à obtenir dans une même portée des 

souris db/db et leurs contrôles db/-. Les souris sont phénotypées par leur poids et 

leurs glycémies. Les souris hétérozygotes sont non obèses, non diabétiques tandis 

que les souris db/db sont obèses et diabétiques.  

 

Des souris hétérozygotes et db/db, avec un âge compris entre 12 et 20 semaines, ont 

été utilisées pour les expérimentations.  
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II. Chirurgie 

1. Ischémie de patte postérieure 

 
1.1. Ligature exérèse 

 

L’analgésie était assurée par l’injection intra-péritonéale (IP) pré-opératoire de 

150µg/kg de buprénorphine. La procédure était réalisée sous anesthésie générale 

par inhalation d’isoflurane (induction à 4% d’isoflurane et entretien à 2%). Les souris 

étaient positionnées en décubitus dorsal, après désinfection bétadinée, une incision 

longitudinale d’environ 1cm était réalisée au pli inguinal gauche. Une première 

ligature était réalisée au niveau de l’artère fémorale commune avec du prolène 7/0 

et une seconde ligature était réalisée au niveau de l’A. poplitée en regard du genou 

(Figure 27A). L’artère était excisée entre les deux ligatures. L’incision était 

refermée par un surjet de monocryl 6/0 (dans les protocoles suivants cette opération 

est définie comme J0). Lors de cette exérèse artérielle, le reste du pédicule vasculo-

nerveux (veine et nerf fémoraux) est en général emporté. Cette chirurgie diminue 

de façon drastique la perfusion du muscle et des tissus en aval de la ligature, induit 

une ischémie aigue et la dégénérescence du tissu musculaire.  

 

1.2. Ligature séquentielle 

 
L’analgésie était assurée par l’injection intra-péritonéale (IP) pré-opératoire de 150 

µg/kg de buprénorphine. La procédure était réalisée sous anesthésie générale par 

inhalation d’isoflurane (induction à 4% d’isoflurane et entretien à 2%). Les souris 

étaient positionnées en décubitus dorsal, après désinfection bétadinée, une incision 

longitudinale d’environ 1cm était réalisée au pli inguinal gauche et une première 

ligature était réalisée au niveau de l’artère fémorale commune gauche et de 3 

collatérales systématisées au prolène 7/0, après avoir bien libéré l’artère des veines 

et du nerf adjacents. Cette première intervention était notée comme J0. Puis à J4 

une seconde ligature était réalisée par voie rétropéritonéale au niveau de l’artère 

iliaque commune gauche (Figure 27B). Chaque incision était refermée par un surjet 

de monocryl 6/0.  
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2. Dénervation sciatique 

 

Selon les mêmes protocoles pré et post-opératoires, les souris étaient positionnées 

en décubitus ventral, une incision était réalisée en regard de l’échancrure 

ischiatique gauche et le nerf sciatique était réséqué sur une longueur d’1cm (Figure 

27C). Cette chirurgie provoque une paralysie sensitivo-motrice par démyélinisation 

massive d’aval.  

 

Ce modèle expérimental nous a permis de démontrer que la thérapie SAG n’est pas 

dépendante du système nerveux périphérique en utilisant un bras contrôle et un bras 

dénervation sciatique subissant tous deux une ligature séquentielle. Ces données 

sont détaillées dans le chapitre résultats. 

3. Prélèvements du muscle tibial antérieur 

 

Les souris étaient euthanasiées à J14 et J28 par dislocation cervicale. Les muscles 

tibial antérieur (MTA) gauche (ischémié) et droit (contrôle) étaient prélevés. La 

moitié supérieure de chaque muscle était congelée dans l’azote liquide et conservée 

à -80°C pour réaliser l’extraction des acides ribonucléiques messagers (ARNm). La 

moitié inférieure était fixée dans du méthanol avant d’être incluse en paraffine pour 

analyse immuno-histologique.  

 

4. Angiogenèse de cornée 

 
Des « micropellets » étaient réalisés sur un treillis de nylon de 4mm × 4mm 

(approximativement 120 mailles) en répartissant uniformément la substance à tester 

à l'aide d'une spatule afin d’obtenir des « micropellets » reproductibles de taille 

homogène (300µm) (R. Cao et al. 2011). Ceux-ci contenaient soit la thérapie SAG à 

tester (10ng/µL) et le polymère, soit le milieu de dilution de la thérapie seul et le 

polymère (contrôle négatif), soit du VEGF (100ng/µL) et le polymère (contrôle 

positif). Le polymère était composé d’un mélange de sucralfate et d’hydron dans 

99.5% (vol/vol) d’éthanol. Les « micropellets » étaient laissés à sécher pendant 

10min à température ambiante puis libérés en déchirant soigneusement chaque 

corde de nylon avec une paire de pinces. Les souris étaient anesthésiées par injection 
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IP d’un mélange anesthésique de kétamine (50µL), xylazine (10µL) et sérum 

physiologique (40µL) puis une micropoche était réalisée dans l’œil afin d’y placer le 

« micropellet » (Figure 27D). Les souris étaient sacrifiées à J10 pour le prélèvement 

de cornées qui étaient montées entières à plat entre lame et lamelle après 

réalisation d’encoches.  

 

A. Modèle d’ischémie par ligature-exérèse 

 
 

La zone de ligature exérèse est représentée en noir entre les deux ciseaux 
 
 

B. Modèle d’ischémie par ligature séquentielle 
 

   
 

1st ligature : Common femoral artery and 3 collaterals on J0 
2nd ligature : Common iliac artery by retroperitoneal approach on J4 
(1) common iliac artery, (2) internal iliac artery, (3) iliacofemoral artery, (4) lateral circumflex femoral artery, (5) deep 
femoral artery, (6) proximal caudal femoral artery, (7) superficial caudal epigastric artery, (8) medial proximal genicular 
artery, (9) popliteal artery, (10) saphenous artery 
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C. Modèle de dénervation sciatique 
 

 
 
 

D. Modèle d’angiogenèse cornéenne 

La zone de dénervation sciatique est représentée en noir entre les deux ciseaux 

 
 
 

Figure 27. Modèles chirurgicaux 
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III. Tests comportementaux et étude de perfusion/vasomotricité 

 
1. Evaluation de la neuropathie  

 
Tous les tests étaient réalisés dans une pièce maintenue à température constante 

(18°C).  

 

1.1. Test d’allodynie mécanique 

 
Le test d’allodynie mécanique était réalisé avec des filaments de Von Frey (Bioseb) 

calibrés de 0.16 à 2 grammes (g). Pour chaque évaluation, la souris était placée sur 

une plate-forme de treillis et recouverte d'un récipient en verre transparent. Après 

une période d’acclimatation de 20 minutes, 7 mesures étaient prises sur la patte 

postérieure gauche pour chaque animal. L'observation d'une réponse négative était 

suivie par l’application d’un filament plus épais. Une réponse positive était notée 

lorsque la souris mobilisait la patte ou la léchait dans les cinq secondes suivant 

l'application du filament. Une période de latence de 5 minutes était respectée entre 

chaque application. Le seuil douloureux était admis lorsque le nombre de réponses 

dépassait 50% (4 reflexes de retrait sur 7 applications).  

 

Numéro 1 2 3 4 5 6 7 8 
Force (g) 0,07 0,16 0,40 0,60 1,00 1,40 2,00 4,00 

 

Tableau 4. Forces des filaments de Von Frey (http://www.bioseb.com) 

 
 

1.2. Test analgésique plantaire 

 

Le test analgésique plantaire était réalisé à l’aide du Plantar test (Bioseb) composé 

d’une cage transparente en acrylique avec un sol de verre et d’une source de chaleur 

infra-rouge mobile. L’intensité de la source de chaleur était ajustée à l’étape 90 

avec un seuil de 15sec pour éviter le risque de brûlure. Après une période 

d’acclimatation de 20min, le temps de réaction de l’animal était mesuré par un 

contrôleur en pas de 0.1sec après positionnement de la source de chaleur au niveau 
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de la patte arrière gauche. Le test était répété 3 fois par souris en respectant une 

période de latence de 5min entre chaque mesure.  

 
1.3. Electromyogramme (EMG) 

 

Après anesthésie par isoflurane, des électrodes d’enregistrement et de stimulation 

étaient placées en sous cutané (SC), au niveau de la patte postérieure ou de la queue 

pour mesurer les potentiels d’action et ainsi évaluer la présence d’une éventuelle 

neuropathie motrice ou sensitive. L’évaluation des potentiels moteurs de la patte 

était réalisée en stimulant le nerf par une décharge de 3V successivement au niveau 

de l’échancrure ischiatique et de la cheville. La latence entre l’apparition des deux 

potentiels d’action correspond au temps de conduction et la vitesse de conduction 

nerveuse était évaluée en calculant le rapport de la distance entre les points de 

stimulation et le temps de conduction. Dans la queue le même principe était utilisé, 

avec une stimulation de 5V. L’évaluation des potentiels sensitifs de la patte était 

réalisée en stimulant le nerf par une décharge de 10V au niveau de la voûte plantaire 

de la patte postérieure et en enregistrant la réponse au niveau de la cheville. Les 

signaux étaient récupérés à l’aide d'un amplificateur de signal (AD instruments) et 

traités par le logiciel Labchart (AD instruments) (Schulz et al. 2014). 

 
2. Laser doppler perfusion imaging  

 

Les souris étaient anesthésiées par un mélange anesthésique de kétamine (50µL), 

xylazine (10µL) et sérum physiologique (40µL) injecté en IP puis la perfusion 

tissulaire superficielle des pattes postérieures était visualisée par laser doppler 

perfusion imaging (LDPI) (Moor instruments) et analysée à l’aide du logiciel dédié 

(Moor LDI V51) permettant d’obtenir un ratio de perfusion patte ischémiée/patte 

contrôle.  

3. Test de vasomotricité 

 

L’artère fémorale était prélevée, isolée et sectionnée en anneaux de 2mm de 

longueur, cathétérisés chacun par deux fils de tungstène afin de permettre leur 

montage sur un myographe (Myograph DMT A/S) dans le cadre d’une collaboration 
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avec l’unité INSERM 1045. Les tissus étaient alors immergés dans une solution de 

Krebs gazée avec un mélange de 95% d’O2 et 5% de dioxyde de carbone (CO2) et 

maintenue à 37°C. Une tension de 100mmHg (13.3kPa), dite « Effective Resting 

Transmural Pressure » (ERTP), était alors appliquée aux segments artériels. Après 

une période d’équilibrage, les artères étaient exposées à une solution de chlorure 

de potassium (KCl) à la concentration de 80mM afin de mesurer la capacité maximale 

contractile des segments testés. Les anneaux aortiques étaient ensuite lavés par 4 

bains successifs de 10min de solution de Krebs, puis les artères étaient soumises à 

un agent vasoconstricteur, la phényléphrine (agoniste des récepteurs α1-

adrénergiques) à une concentration suffisante pour obtenir une tension équivalente 

à 80% de la tension maximale obtenue avec le KCl. La vasomotricité des segments 

artériels était alors évaluée par ajout de concentrations croissantes, allant de 10-9 à 

10-4M, d’un agent vasodilatateur, l’acétylcholine (ACh). Une courbe 

concentration/relaxation était ainsi établie. 

 

IV. Tissus humains 

Les tissus musculaires humains ont été récupérés dans une bibliothèque de tissus 

collectés pour un programme hospitalier de recherche clinique intitulé "Ischémie 

critique des membres inférieurs: caractérisation métabolique, morphologique et 

immunohistochimique des tissus impliqués" (N ° RCB: 2009-A00889-48, PHRC N ° 09 

038 08). Dans cette étude observationnelle multicentrique préliminaire, 30 membres 

inférieurs de patients consécutifs souffrant d’ICC ont été analysés. Tous les patients 

ont subi une procédure de revascularisation chirurgicale ouverte ou une amputation 

majeure entre août 2010 et avril 2012 dans l'un des trois principaux centres 

vasculaires du sud-ouest de la France (Limoges, Bordeaux, Toulouse). La présence 

d’une ICC était évaluée cliniquement (classe de Rutherford 4 à 6) et/ou objectivée 

par la présence d’une pression artérielle systolique de cheville ou d'orteil <50 ou 

30mmHg respectivement. En l'absence de contre-indication ou d'impossibilité 

technique, trois niveaux de biopsies ont été réalisés pour chaque patient, de la zone 

la plus ischémique à la zone en marge de l'amputation. Les tissus ont été 

immédiatement fixés dans du méthanol et envoyés à l'Inserm U1034 où les études de 

morphologie et d'immunohistochimie ont été effectuées. Un total de 25 échantillons 
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de tissus ont été obtenus de patients répondant aux critères d’ICC, avec une classe 

de Rutherford de 5 ou 6. Des échantillons musculaires ont également été récupérés 

de 10 patients témoins (CTRL), exempts de tout antécédent ou signe clinique de 

maladie artérielle périphérique, bénéficiant d’un « stripping » (ou éveinage) 

saphène au cours de la même période d'étude. Ces échantillons ont été prélevés sur 

la partie moyenne du mollet dans le service de chirurgie vasculaire du CHU de 

Bordeaux et soumis au même protocole de fixation et d'inclusion. Le comité 

d'examen institutionnel de chaque centre a approuvé la méthodologie et la 

conception de l'étude, et tous les patients ont donné leur consentement, après avoir 

reçu des informations écrites. 

V. Autres techniques 

 

Les techniques de biologie cellulaire, d’analyse d’expression de gène et 

d’immunohistologie sont décrites avec précision dans les chapitres Matériels et 

Méthodes des articles inclus dans la partie Résultats. La méthode de quantification 

en immuno-marquage est détaillée en Annexe 1. 
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I. Rôle de la signalisation Hh dans l'angiogenèse et la fonction vasculaire post-

ischémique 

 
A. Rôle de Shh dans l’angiogenèse post-ischémique 

 
1. Rationnel de l’étude 

 

La signalisation Hh est réactivée dans les tissus ischémiques, en particulier dans le 

muscle squelettique de patte, et participe à l'angiogenèse post-ischémie. 

Cependant, on ne sait toujours pas quel(s) ligand(s) Hh régule l'angiogenèse post-

ischémie.  

 

Shh (R. Pola et al. 2003; M.-A. Renault, Chapouly, et al. 2013), Gli1 (Palladino et al. 

2011; M. A. Renault, Robbesyn, et al. 2013), Gli2 et Gli3 (M. A. Renault et al. 2009) 

sont fortement augmentées dans le muscle ischémique par rapport au muscle 

controlatéral non ischémique. Ainsi, dans le muscle squelettique ischémique, le taux 

de Shh est multiplié par 80 par rapport au taux basal, mais son rôle spécifique dans 

l'angiogenèse post-ischémie n'a pas encore été entièrement étudié. Il est suggéré 

que la réactivation de la signalisation Hh favorise la revascularisation des tissus 

ischémiques, car l'administration systémique d'anticorps bloquant anti-Hh (5E1) 

réduirait la densité capillaire et la reperfusion du membre ischémique (R. Pola et al. 

2003) en inhibant la surexpression de VEGF. De plus, la suractivation de la 

signalisation Hh par l'administration de microparticules portant Shh (Benameur et al. 

2010) ou de SAG (Qin et al. 2016) augmente la densité capillaire dans le muscle 

ischémique.  

 

Il est suggéré que la réactivation de la signalisation Hh est altérée dans le contexte 

du vieillissement, car l'expression de Gli1 dans le muscle ischémique est diminuée 

chez les souris âgées (Palladino et al. 2011; M. A. Renault, Robbesyn, et al. 2013). 

De plus, l'expression de Dhh et Smo est diminuée chez les souris âgées (M. A. Renault, 

Robbesyn, et al. 2013) contrairement à Shh. En raison des propriétés pro-

angiogéniques des ligands Hh, l’altération de l’activation de la signalisation Hh chez 

les souris âgées pourrait être un facteur compromettant l'angiogenèse post-

ischémique. Ce paradigme est soutenu par le fait que l'administration des ligands Hh 
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systémique (R. Pola et al. 2001) ou locale (Palladino et al. 2011; M. A. Renault, 

Robbesyn, et al. 2013) augmente la densité capillaire, favorise la perfusion 

musculaire post-ischémie et le sauvetage de membre chez des souris âgées. 

 
Notre premier objectif était d'étudier le rôle de Shh endogène dans l'angiogenèse 

post-ischémie. 

 
2. Résultats 

 
Pour étudier le rôle de Shh endogène dans l'angiogénèse post-ischémie, nous avons 

utilisé des souris inductibles Shh KO. Le KO efficace de Shh a été vérifié en mesurant 

l'expression de l'ARNm de Shh dans le muscle squelettique ischémique et non 

ischémique de souris Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox. L'expression de l'ARNm Shh était 

réduite d'environ 85% tandis que l'expression des ARNm Dhh et Ihh n'était pas 

modulée. Les souris Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox (Shh iKO) et les souris ShhFlox/Flox 

témoins ont ensuite subi une chirurgie de ligature-exérèse fémorale. La 

revascularisation de la patte ischémique était évaluée 5 et 10 jours après la 

chirurgie, en mesurant la densité capillaire dans le muscle ischémique tibial 

antérieur et la perfusion du pied.  

 

De manière inattendue, nous avons découvert que la densité capillaire était 

significativement augmentée lors de la régénération musculaire des souris 

déficientes en Shh 5 jours après l’induction de l’ischémie de patte postérieure 

(Caradu, Guy, et al. 2018). Cependant, 10 jours après la chirurgie, la densité 

capillaire était équivalente dans les deux groupes. De même, la perfusion du pied a 

augmenté chez les souris Shh déficientes par rapport aux souris témoins 5 jours après 

la chirurgie mais était équivalente dans les deux groupes au 10ème jour. Ainsi, ces 

résultats démontrent que la carence en Shh conduit à une angiogenèse 

transitoire dans le muscle squelettique ischémique, cependant, cette réponse 

semble inefficace et ne conduit pas à une amélioration durable de la perfusion 

distale.  

 

Comme ce résultat était inattendu face aux données de la littérature, nous avons 

administré Shh ectopiquement par thérapie génique, à la fois chez les souris 
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déficientes en Shh et chez leurs contrôles, pour confirmer que nous pouvions 

reproduire les résultats de la littérature. La thérapie génique Shh a permis 

d’augmenter la densité capillaire chez les souris contrôles à la fois au jour 5 et au 

jour 10, confirmant que, lorsqu'il est administré de manière ectopique, Shh est pro-

angiogénique. Cependant, la thérapie génique Shh n'a eu aucun effet chez les souris 

déficientes en Shh chez lesquelles la densité capillaire était déjà élevée. Par 

conséquent, nos données démontrent que les effets de Shh endogène et exogène 

diffèrent, et que contrairement à Dhh, la protéine Shh endogène a des propriétés 

anti-angiogéniques plutôt que pro-angiogéniques. 

 

En outre, il a été démontré que Shh favorise la myogenèse chez les adultes dans les 

modèles de lésions musculaires induites par cardiotoxine et par écrasement 

mécanique (Straface et al. 2009) (Piccioni et al. 2013). Nous avons évalué la 

myogenèse chez des souris déficientes en Shh et leurs contrôles. Dix jours après la 

chirurgie de ligature-exérèse, la surface du muscle ischémique recolonisé par de 

nouvelles fibres musculaires (surface desmin + avec noyaux centraux) était la même 

chez les souris Shh iKO et chez les souris contrôles. De plus, le profil d'expression de 

MyoD, un marqueur précoce de la myogenèse, et Myh1, un marqueur tardif de la 

myogenèse, n'étaient pas différents en l'absence de Shh, démontrant que le Shh 

endogène n'est pas nécessaire pour la myogenèse post-ischémie (Caradu, Guy, et 

al. 2018).  

 

Comme Shh est fortement surexprimé 2 jours après la chirurgie de ligature-exérèse 

et que son expression revient à son taux basal au jour 5, nous avons testé le rôle de 

Shh dans les événements précoces post-ischémie, tels que l’inflammation. Les souris 

Shh iKO et leurs contrôles ont subi une chirurgie de ligature-exérèse, et l'infiltration 

des neutrophiles a été évaluée 2 jours plus tard. L'infiltration des neutrophiles GR1+ 

n'était pas différente en présence ou en l'absence de Shh. Ce résultat était confirmé 

par l'analyse FACS des cellules Ly6C+. En revanche, lorsque nous avons évalué 

l'infiltration des macrophages, qui culmine généralement 5 jours après l'induction de 

l'ischémie, nous avons observé une augmentation significative de l'infiltration des 

macrophages CD68+ dans le muscle ischémique des souris déficientes en Shh. De 

même, le nombre de cellules doublement positives CD11b, CD11c dans le muscle 
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ischémique était significativement augmenté chez les souris déficientes en Shh. 

Ainsi, ces données démontrent que Shh présente une action anti-inflammatoire 

dans les tissus ischémiques en limitant le recrutement des macrophages. 

 

Nos données indiquent que cela était dû à une augmentation de l'expression des 

chimiokines par les myoblastes dans un contexte d’altération de la signalisation 

Hh (Caradu, Guy, et al. 2018).  

 

Pour mieux comprendre comment Shh limite l'infiltration des macrophages dans le 

muscle ischémique, nous avons étudié le type de cellule Shh-cible responsable de 

cet effet. Pour ce faire, nous avons utilisé des souris Smo KO conditionnelles tissus 

spécifiques (SmoFlox). En effet, comme Smo est un régulateur positif essentiel de la 

signalisation Hh, les souris SmoFlox sont classiquement utilisées pour perturber la 

signalisation Hh dans des types de cellules spécifiques. Les souris SmoFlox/Flox et leurs 

contrôles subissaient ensuite une chirurgie de ligature-exérèse. 

 

Le KO de Smo a d’abord été induit dans des cellules inflammatoires (macrophages et 

neutrophiles) en élevant des souris SmoFlox avec des souris LysM-Cre. La densité des 

macrophages a été évaluée par immunohistochimie et cytométrie en flux. Le nombre 

de cellules CD68+ comptées sur les coupes transversales musculaires et le nombre 

de cellules CD11b, CD11c doubles positives comptées par cytométrie en flux étaient 

équivalents chez les souris LysM-Cre, SmoFlox/Flox et leurs contrôles, démontrant que 

Shh ne limite pas le recrutement des macrophages en signalant aux macrophages 

directement. 

 

De la même manière, nous avons ensuite montré que Shh ne limite pas la densité 

des macrophages en modulant le phénotype des CE dans des souris Pdgfb-CreERT2; 

SmoFlox/Flox. 

 

Enfin, nous avons spécifiquement perturbé l'expression de Smo dans les myocytes, 

en élevant des souris SmoFlox avec des souris HSA-CreERT2. La densité des macrophages 

était significativement augmentée chez les souris HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox. Ce 

résultat était confirmé par une analyse FACS de cellules CD11b, CD11c doublement 
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positives. Ensemble, ces résultats démontrent que Shh ne limite pas le recrutement 

des macrophages dans le muscle squelettique en modulant directement les 

cellules inflammatoires ou le phénotype des CE, mais par son action sur les 

myocytes. 

 

Comme les macrophages sont connus pour produire des molécules pro-

angiogéniques, nous avons évalué l'angiogenèse dans les souris HSA-CreERT2; 

SmoFlox/Flox et conformément aux résultats obtenus chez les souris déficientes en Shh, 

nous avons observé une augmentation significative de la densité capillaire dans le 

muscle squelettique ischémique des souris HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox comparées à leurs 

contrôles 5 jours après ligature-exérèse, ce qui a entraîné une augmentation 

significative de la perfusion du pied au 10ème jour. Cette augmentation de densité 

capillaire était associée à une augmentation significative des taux de VEGFA dans 

le muscle ischémique. 

 

Ainsi, l’augmentation de l'infiltration des macrophages chez les souris déficientes en 

signalisation Hh dans les myocytes a été associée à une augmentation de l’expression 

de VEGFA et une augmentation transitoire de l’angiogenèse, démontrant que Shh 

endogène limite l'inflammation et l'angiogenèse indirectement par une 

signalisation aux myocytes. 

 

Résumé des principaux résultats 

• La carence en Shh conduit à une angiogenèse transitoire dans le muscle 

squelettique ischémique, cependant, cette réponse semble inefficace et ne 

conduit pas à une amélioration durable de la perfusion distale. 

• La protéine Shh endogène a des propriétés anti-angiogéniques plutôt que pro-

angiogéniques. 

• Shh endogène n'est pas nécessaire pour la myogenèse post-ischémie. 

• Shh présente une action anti-inflammatoire dans les tissus ischémiques en limitant 

le recrutement des macrophages. 

• Shh endogène limite l'inflammation et l'angiogenèse indirectement par une 

signalisation aux myocytes. 
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3. Discussion 

 
La présente étude est la première à utiliser des outils spécifiques (c'est-à-dire des 

souris déficientes en Shh) pour étudier le rôle de Shh endogène dans l'angiogénèse 

chez les souris adultes. 

 

Bien qu'il ait été précédemment démontré que l'administration ectopique de Shh 

favorise l'angiogenèse post-ischémie, la présente étude révèle que Shh endogène ne 

favorise pas l'angiogenèse post-ischémie, ce qui suggère que le ligand Hh 

ectopique et le ligand Hh endogène contrôlent l'angiogenèse post-ischémie par 

le biais de mécanismes distincts.  

 

La protéine Shh administrée par voie ectopique augmente l'expression de VEGFA dans 

les fibroblastes, tandis que l'absence de Shh endogène entraîne une inflammation 

aberrante des tissus ischémiques et une angiogenèse transitoirement accrue. Ainsi, 

la protéine Shh endogène diminue l'expression de Ccl2 dans les myoblastes, ce 

qui entraîne une diminution de l'invasion des macrophages et une diminution des 

niveaux de VEGFA dérivés des macrophages dans le muscle ischémique (Caradu, 

Guy, et al. 2018) (Figure 28).  

 

En outre, l'angiogenèse est altérée chez les souris Dhh KO constitutives (M. A. 

Renault, Chapouly, et al. 2013), mais cela résulte probablement d'une altération du 

développement du nerf périphérique puisque le même phénotype est présent chez 

les souris dénervées mais pas chez les souris dont le KO de Dhh est induit à l’âge 

adulte (données du laboratoire non publiées). Ainsi, selon les résultats obtenus 

jusqu'à présent, ni Shh ni Dhh ne semblent favoriser l'angiogenèse dans le cadre 

de l'ischémie de patte.  

 

Une autre hypothèse est que la signalisation Hh peut être activée par une 

signalisation non canonique, quels que soient les ligands Hh. Par exemple, Gli3 qui 

est nécessaire pour l'angiogenèse post-ischémie (M. A. Renault et al. 2009), est 

régulée positivement par E2F1 dans les myoblastes (M. A. Renault, Vandierdonck, et 

al. 2013).  
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A.        B.  

 
 

Figure 28. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 
impliqués dans les effets de Shh ectopique et endogène dans un contexte 

ischémique 
 
A. Effet pro-angiogéniques de la thérapie Shh (Shh ectopique) dans un contexte ischémique - issu de 
(Chapouly et al. 2019) 
B. Effet de Shh endogène sur l'inflammation et l'angiogenèse par une signalisation aux myocytes. 
 
 

Par ailleurs, la signalisation Hh aux CE ne participe pas à l'angiogenèse post-ischémie 

puisque l'angiogenèse se produit normalement chez les souris SmoECKO (M. A. Renault, 

Chapouly, et al. 2013) (Gupta et al. 2018a). Au contraire, les ligands Hh 

favoriseraient l'angiogenèse indirectement en augmentant l'expression de facteurs 

pro-angiogéniques (VEGFA, Angpt1, Angpt2) dans les fibroblastes (R. Pola et al. 2001) 

(Palladino et al. 2011).  

 

De plus, il a également été démontré que les ligands Hh favorisent le recrutement 

de cellules pro-angiogéniques dérivées de la moelle osseuse dans les tissus 

ischémiques (Palladino et al. 2011), et la signalisation Hh peut favoriser 

l'angiogenèse en régulant la myogenèse.  

 

En effet, Gli3ECKO ne modifie pas l'angiogenèse post-ischémie tandis que l'angiogenèse 

est altérée chez la souris dont l'expression de Gli3 est perturbée dans les myoblastes 
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(M. A. Renault, Vandierdonck, et al. 2013). De plus, Gli3 régule l'expression d'Angpt1 

et TYMP dans les myoblastes.  

 

En plus de fournir des preuves du rôle de Shh dans l'homéostasie tissulaire et la 

régénération tissulaire chez les adultes, notre étude élucide davantage le processus 

de régulation de l'angiogenèse post-ischémie. Plus précisément, nos données 

démontrent que si le recrutement accru des macrophages dans le muscle ischémique 

accélère l'angiogenèse, cette angiogenèse accrue est transitoire et ne conduit pas à 

une augmentation à long terme de la perfusion tissulaire. En accord avec ces 

résultats, une étude récente a démontré que l'administration de macrophages CD14+ 

chez la souris augmente le nombre de vaisseaux sanguins perfusés à la fois dans un 

test Matrigel plug in vivo et dans le modèle d’ischémie de patte chez la souris. 

Cependant, les vaisseaux sanguins formés restent larges, fuient et sont incapables 

de recruter des péricytes. En conséquence, les macrophages CD14+ induisent une 

angiogenèse pathologique plutôt que physiologique et persistante, qui n'entraîne 

aucune amélioration de la perfusion des membres 2 semaines après l'induction de 

l'ischémie de patte (Y.-E. Choi et al. 2015). 

 

Le remodelage du réseau capillaire nouvellement formé dans le muscle du membre 

inférieur a récemment été suggéré comme étant essentiel pour une perfusion 

efficace du membre. En effet, alors que la densité capillaire au sein du muscle 

ischémique du membre inférieur (tibial antérieur et long extenseur des orteils) est 

au moins aussi élevée que celle d'un muscle sain 10 à 14 jours après une chirurgie de 

ligature-exérèse, la perfusion des membres reste faible: le rapport entre le flux 

sanguin dans le muscle ischémique et le muscle sain ne dépasse pas 0,5 (M.-A. 

Renault, Chapouly, et al. 2013). L'une des explications proposées pour cela est que 

le réseau capillaire nouvellement généré est mal muscularisé. 

 

Cependant, alors que l’altération de la signalisation Hh dans les macrophages 

favorise la muscularisation capillaire, la carence en Shh diminue la muscularisation 

capillaire. Par conséquent, il est peu probable que Shh soit le ligand Hh qui contrôle 

le comportement des macrophages et le rôle de la signalisation Hh dans les 
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macrophages dans le cadre de l'angiogenèse post-ischémie doit être étudié plus 

avant. 

 

Pour l’instant il semble établi que, lorsqu'il est administré ectopiquement, Shh 

favorise l'expression de VEGFA dans les fibroblastes et par conséquent l'angiogenèse. 

Ce que nous avons trouvé dans la présente étude est que la signalisation altérée de 

Shh dans les myocytes favorise le recrutement de macrophages exprimant le VEGFA, 

conduisant à une expression globale accrue de VEGFA dans le muscle ischémique. Il 

convient de noter que ce n'est pas la première étude à rapporter des effets 

contradictoires de la signalisation Hh sur la biologie des vaisseaux sanguins. Ainsi, 

dans le cerveau, la signalisation Hh endogène a été signalée comme favorisant 

l'intégrité de la barrière hémato-encéphalique (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011), tandis 

qu'une étude récente a montré que la protéine Dhh issue d'une tumeur cérébrale 

contribue à augmenter la fuite capillaire (Azzi et al. 2015b). 

Les résultats sont décrits en détails et discutés dans le manuscrit intitulé 

« Endogenous Sonic Hedgehog limits inflammation and angiogenesis in the ischaemic 

skeletal muscle of mice » et publié dans Cardiovascular Research  

 
B. Rôle et régulation de Dhh dans la CE 

 
1. Rationnel de l’étude 

 
La dysfonction endothéliale est connue pour être associée aux facteurs de risque 

cardiovasculaires, notamment l'hypertension, ainsi qu’aux contraintes de 

cisaillement, aux cytokines pro-inflammatoires ou aux taux élevés de glucose. 

Cependant, les événements moléculaires déclenchant la dysfonction endothéliale 

restent mal caractérisés.  

 

Le facteur de transcription Klf2 est essentiel pour établir et maintenir l'intégrité 

endothéliale chez l'adulte. En effet, Klf2, connu pour être régulé négativement par 

un flux sanguin perturbé, une glycémie élevée ou des cytokines inflammatoires, s'est 

avéré nécessaire à la fonction de barrière endothéliale (Z. Lin et al. 2010), à 

l’expression endothéliale de NO synthase et à la quiescence endothéliale (Dekker et 

al. 2006; Bhattacharya et al. 2005), en inhibant l’activation des CE et l’angiogenèse. 
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Or, un article de 2010 identifiait Dhh et Klf2 comme des gènes mécano-sensibles 

modulés par les contraintes de cisaillement dans l'endothélium de l'artère carotide 

de la souris (Ni et al. 2010). 

 

Au cours des dernières décennies, de nombreux résultats suggèrent que la 

signalisation Hh est essentielle pour l'intégrité des microvaisseaux, en particulier au 

niveau de la BHE (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011; Xia et al. 2013a; Chechneva et al. 

2014b; V. B. Singh et al. 2016b). De plus, notre unité a récemment démontré que 

l’inhibition de Smo spécifiquement dans les CE entraîne une rupture de la barrière 

hémato-nerveuse chez la souris adulte (Chapouly et al. 2016b) tandis que la 

régulation négative de Dhh est associée aux facteurs de risque cardiovasculaires, tels 

que l'âge, le diabète sucré et l'obésité, tant chez les rongeurs (Chapouly et al. 2016b; 

Calcutt et al. 2003; M. A. Renault, Robbesyn, et al. 2013) que chez l'homme (Braune 

et al. 2017). 

 

Par conséquent, nous avons émis l'hypothèse que la protéine Dhh dérivée de 

l'endothélium est essentielle au maintien de l'intégrité vasculaire chez l'adulte, 

par le biais d'une signalisation autocrine en aval de Klf2. 

 
2. Résultats 

 
Dans les embryons, l'expression de Dhh a déjà été établie dans les cellules de 

Schwann, les cellules de Sertoli et les CE (Bitgood et McMahon 1995b). Néanmoins, 

le rôle de la protéine Dhh dérivée des CE n'a jamais été étudié. Par conséquent, nous 

avons commencé notre projet en criblant l'expression de Dhh dans les CE adultes de 

divers organes et avons constaté que l'ARNm de Dhh est enrichi dans les fractions 

CD31+ du cerveau, du cœur et des poumons de souris adultes.  

 

De plus, nous avons montré par immunocoloration que la protéine Dhh est exprimée 

par les CE dans le muscle squelettique adulte humain. En outre, l'expression de 

l'ARNm de Shh était à peine détectable dans les CE en culture, attestant que Dhh 

est le principal ligand Hh exprimé par les CE.  
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Ensuite, nous avons étudié les mécanismes qui contrôlent l'expression de Dhh dans 

les CE et constaté que Dhh est spécifiquement régulée à la baisse par les cytokines 

inflammatoires, y compris le TNF-α et l'IL-1β, et par le stress oxydatif (H2O2). Au 

contraire, l'expression de l'ARNm Dhh est significativement augmentée dans les 

CE cultivées en flux orbital. 

 

Ainsi, nous démontrons que chez l'adulte, la protéine Dhh est exprimée par les CE 

elles-mêmes et que son expression est régulée positivement par les contraintes de 

cisaillement mais est régulée négativement par les cytokines inflammatoires.  

 

Nous montrons que le KO de Dhh dans les CE favorise l'activation des CE et la 

perméabilité endothéliale à la suite d'une altération des jonctions adhérentes. 

En effet, nous avons effectué des tests de culture cellulaire dans lesquels l'expression 

de Dhh a été altérée à l'aide de petits ARN interférents. Lorsque l'expression de Dhh 

est régulée à la baisse dans les CE, les jonctions dépendantes de la Cdh5 sont 

modifiées et présentent un phénotype en zig-zag. En conséquence, l'interaction de 

la Cdh5 avec la ß-caténine est significativement réduite et la perméabilité de la 

monocouche de CE au dextran FITC 70 kDa est significativement augmentée. Le rôle 

de Dhh dans le maintien des jonctions adhérentes a ensuite été vérifié in vivo chez 

des souris dans lesquelles l'expression de Dhh a été spécifiquement inactivée dans 

les CE (souris Pdgfb-creERT2; DhhFlox/Flox ou DhhECKO). La coloration Cdh5 des aortes en 

face affiche des jonctions significativement plus épaisses chez les souris DhhECKO par 

rapport à leurs contrôles. Les conséquences des altérations de jonction observées en 

l'absence de Dhh endothélial ont ensuite été mesurées après administration 

intraveineuse de dextran FITC 70 kDa et une fuite vasculaire spontanée était 

observée à la fois dans le cerveau et dans le cœur de souris DhhECKO. 

 

De plus, nous avons montré que la protéine Dhh endothéliale est nécessaire pour 

empêcher l'activation des CE. Ainsi, en culture cellulaire, l’inactivation de Dhh 

favorise à la fois l'expression de molécules d'adhésion telles que VCAM-1 et ICAM-1 

et l'expression de cytokines inflammatoires, y compris IL-6 et Ccl2. L'expression 

accrue de VCAM-1 dans les vaisseaux DhhECKO est confirmée in vivo dans des coupes 

pulmonaires. Enfin, nous avons mesuré les conséquences de l'activation de la CE 
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induite par l’inactivation de Dhh sur l'infiltration des neutrophiles dans les poumons 

après injection de LPS (lipopolysaccharide) chez la souris. Comme prévu, la densité 

des neutrophiles est significativement plus élevée chez les souris DhhECKO traitées par 

LPS par rapport aux souris contrôles traitées par LPS, ce qui confirme le rôle essentiel 

de Dhh pour empêcher l’acquisition d’un phénotype pro-inflammatoire par les CE. 

Cet ensemble de données démontre pour la première fois que la protéine Dhh 

endothéliale est essentielle dans le maintien de l'intégrité de la jonction 

intercellulaire endothéliale et de la quiescence immunitaire. 

 

Résumé des principaux résultats 

• La protéine Dhh est le principal ligand Hh exprimé par les CE dans le muscle 

squelettique adulte humain. 

• Chez l'adulte, son expression est régulée positivement par les contraintes de 

cisaillement mais est régulée négativement par les cytokines inflammatoires et le stress 

oxydatif.  

• La protéine Dhh endothéliale est essentielle pour empêcher l'activation des CE, ainsi 

que pour le maintien de l'intégrité de la jonction intercellulaire endothéliale et de la 

quiescence immunitaire. 

 

3. Discussion 

 

De manière surprenante, malgré plusieurs études sur le développement 

embryonnaire rapportant l'expression de Dhh au niveau de l'endothélium, la fonction 

de Dhh dans les CE adultes n'avait jamais été explorée auparavant (Bitgood et 

McMahon 1995b). Dans cette étude, nous avons émis pour la première fois l'hypothèse 

que la perte d'expression endothéliale de Dhh dans les pathologies ischémiques 

cardiovasculaires pourrait être un événement moléculaire majeur déclenchant un 

dysfonctionnement endothélial en aval de Klf2. 

 

Un tel paradigme était étayé par la littérature, montrant que Dhh est régulé à la 

baisse par plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire, dont l'âge (M.-A. Renault, 

Robbesyn, et al. 2013) et le diabète de type 2 (Chapouly et al. 2016b). En effet, alors 

que la régulation Hh de l'angiogenèse est plutôt médiée par une régulation positive 

de VEGFA induite par Hh dans des cellules apparentées aux fibroblastes, la régulation 
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Hh de l'intégrité des vaisseaux sanguins semble être cellulaire autonome. Ainsi, les 

souris SmoECKO et DhhECKO présentent une perméabilité anormale des vaisseaux. 

Or, plusieurs études rapportent déjà l'expression des ligands Hh par les CE elles-

mêmes: Shh est exprimée par les CE de la pulpe dentaire (Farahani et al. 2012) et 

les CE sinusoïdales du foie (Xie et al. 2013) et Ihh par les CE de la choroïde dans l'œil 

de souris (Dakubo et al. 2008). Enfin, les ligands Hh sont exprimés dans les CE 

tumorales (Becher et al. 2008; Valverde Lde et al. 2016; Yan et al. 2014).  

 

Néanmoins, les voies de signalisation médiant la régulation Hh des jonctions 

intercellulaires ou l'expression de VCAM-1 restent inconnues. Par exemple, 

l'implication de la signalisation canonique Hh (c'est-à-dire la transcription 

dépendante de Gli) reste controversée. Tandis que plusieurs études ont rapporté une 

surexpression de Gli1 dans les CE lors du traitement par Shh (J. I. Alvarez et al. 2011; 

Brilha et al. 2017; Hochman et al. 2006a), quelques études suggèrent que la 

signalisation canonique Hh n'est pas fonctionnelle dans les CE et que, au contraire, 

les ligands Hh passent par une signalisation non canonique notamment via l'activation 

de RhoA/ROCK (P. Chinchilla et al. 2010; Q.-W. He et al. 2013a; A. H. Polizio et al. 

2011; M. A. Renault et al. 2010) ou les voies PI3K/Akt (Kanda et al. 2003; M. A. 

Renault et al. 2010). Enfin, la surexpression de Gli3, un régulateur négatif de la 

signalisation canonique Hh, dans les CE en culture favorise l'expression de Cxcl1, 

Cxcl2, Cxcl8 et TYMP. Cependant, il agirait indépendamment de la voie canonique 

Hh (M. A. Renault et al. 2009). 

 

Nous démontrons pour la première fois le rôle critique de la signalisation Dhh-Klf2 

au niveau de l'endothélium dans les pathologies ischémiques cardiovasculaires chez 

l'adulte. En effet, dans un modèle de souris Dhh KO spécifiquement dans les CE, nous 

prouvons que Dhh, en aval de Klf2, est essentiel pour maintenir l'intégrité 

endothéliale en resserrant les jonctions adhérentes et en empêchant l'activation 

endothéliale. Par conséquent, nous identifions Dhh comme une nouvelle cible pour 

le développement de thérapies alternatives qui joueraient sur la fonction 

endothéliale mais pas sur l'angiogenèse. 
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Les résultats sont décrits en détails et discutés dans le manuscrit intitulé 

« Restoring Endothelial Function by Targeting Desert Hedgehog Downstream of Klf2 

Improves Critical Limb Ischemia in Adults » et publié dans Circulation Research  

 
C. Rôle de Dhh dans l’artériogenèse 

 
1. Rationnel de l’étude 

 

L'artériogenèse est de loin le mécanisme le plus efficace pour augmenter le flux 

sanguin après occlusion artérielle (Scholz et al. 2002; Oh et al. 2011; Vajanto et al. 

2009). Cependant, alors que les mécanismes moléculaires et cellulaires régulant 

l'angiogenèse ont fait l'objet d'études approfondies, les mécanismes contrôlant 

l'artériogenèse sont mal connus. Il est malgré tout important de noter que 

l'artériogenèse est connue pour être déclenchée par les contraintes de cisaillement 

ou “shear stress” tandis que l'angiogenèse est déclenchée par l'hypoxie (Fung et 

Helisch 2012). 

 

L’étude du réseau microvasculaire de patients diabétiques atteints de micro-

angiopathie a permis de mettre en évidence une altération de l'architecture 

capillaire (Sangiorgi et al. 2010). Depuis ces observations, plusieurs études cliniques 

ont rapporté les résultats du concept d’artérialisation du réseau veineux profond, 

avec des techniques chirurgicales variables (Engelke C s. d.; Mutirangura et al. 2011; 

Alexandrescu et al. 2011). Cependant, cette technique reste très peu développée 

actuellement, principalement en raison de l’absence de procédure standardisée (Lu 

et al. 2006). Une nouvelle technique, l’artérialisation veineuse profonde par voie 

percutanée est actuellement en cours d’étude (Kum et al. 2017) et l’une des 

hypothèses explicatives du succès de cette technique serait la réactivation des 

mécanismes d’artériogenèse par la pressurisation du lit capillaire veineux 

permettant à des collatérales de se former. 

 

Lors des études précédentes nous avons pu observer que l’expression de Dhh est 

régulée positivement par les contraintes de cisaillement dans les CE et que Dhh est 

une cible transcriptionnelle en aval de Klf2. En tant que telle, son expression est 

fortement surexprimée par les contraintes de cisaillement à la fois in vitro et in vivo 
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(Ni et al. 2010). En conséquence, son expression est principalement retrouvée au 

niveau des CE artériolaires (Vanlandewijck et al. 2018). En outre, certaines données 

suggèrent que la signalisation Hh pourrait contrôler la maturation des vaisseaux 

sanguins, en contrôlant le recrutement des cellules murales (Kengo F. Kusano et al. 

2004; 2005; Qinyu Yao et al. 2014) et la morphogenèse ramifiée (Kolesová, Roelink, 

et Grim 2008). 

 

Le but de cette étude était d'étudier le rôle et le mécanisme d'action de la 

signalisation Hedgehog (Hh) dans le cadre de l'artériogenèse induite par les 

contraintes de cisaillement dans le membre inférieur ischémique.  

 

2. Résultats 

 

Le rôle de Dhh endothélial dans l'artériogenèse post-ischémie a été étudié par le 

biais de souris Cdh5-CreERT2, DhhFlox / Flox (DhhECKO). L'ischémie de patte était induite 

à la fois chez les souris DhhECKO et chez leurs contrôles par ligature exérèse de 

l’artère fémorale superficielle et les souris étaient sacrifiées au 5ème et 10ème jour 

post-ischémie.   

 

L'artériogenèse était évaluée par micro-scanner afin de réaliser une imagerie du 

réseau artériel comme précédemment décrit (Oses et al. 2009). Nous avons tout 

d’abord vérifié la cinétique de l’artériogenèse post-ligature exérèse au micro-

scanner et avons déterminé que le temps optimal pour l’observation de 

l’artériogenèse se situait à J5 post-ischémie. En effet, dans ce modèle, J5 permet 

d’observer un nombre maximal de collatérales, et ce nombre de collatérales 

n’augmente plus au-delà. 

 

Ensuite, nous avons vérifié qu’il n’y avait pas d’augmentation de l’angiogenèse chez 

ces souris en mesurant la densité capillaire chez les souris DhhECKO et leurs contrôles 

en immunocoloration. 

 

Puis nous avons mesuré le nombre de collatérales, leur diamètre et leur tortuosité 

qui ne semblaient pas différer entre les souris DhhECKO et les souris contrôles. 
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Enfin, les collatérales étaient imagées après immuno-coloration en utilisant des 

anticorps anti-CD31, anti-actine musculaire lisse et anti-CD68 afin d’identifier les 

CE, les CML et les macrophages respectivement dans le but de permettre d’évaluer 

la couverture des collatérales par les CML et les macrophages. Le recouvrement de 

ces nouveaux vaisseaux par les CML semblait alors diminué en l’absence de Dhh. 

Ainsi, Dhh semblerait nécessaire à la maturation des vaisseaux (Figure 29). 

 

Résumé des principaux résultats 

• Dhh semblerait nécessaire à la muscularisation et la maturation des vaisseaux 
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A.  

 
B.  

 
C.  
 

 
D.  

 
 

Figure 29. Investigation du Rôle de Dhh dans l'Artériogenèse Physiologique Dans 
un Contexte d’Ischémie de Membre Inférieur 

 
A. Cinétique et mise au point du microscanner 
B. L’angiogenèse ne semble pas différer entre les souris contrôle et DhhECKO 
C. L’artériogenèse ne semble pas différer entre les souris contrôle et DhhECKO 

D. Le recouvrement de ces nouveaux vaisseaux par les cellules musculaires lisses est diminué en 
absence de Dhh  
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3. Discussion 

 
Ces données n’ont pas encore été publiées et le rôle précis de la voie de signalisation 

Hh dans la maturation des vaisseaux reste à préciser par d’autres manipulations. 

Cependant cette piste de recherche ne doit pas être négligée. Pour l’instant l’étude 

des effets de la voie Hh sur la maturation des vaisseaux est essentiellement centrée 

sur l’étude des effets de Shh, et aucune donnée de la littérature n’est actuellement 

disponible sur les effets de Dhh dans ce processus. 

 

C’est en 2004 qu’il a été suggéré pour la première fois que Shh favoriserait la 

muscularisation (recrutement et croissance de CML pendant la myogenèse 

vasculaire) et la maturation des vaisseaux sanguins. Cette étude montrait que la 

thérapie génique Shh favorise la formation de vaisseaux sanguins plus larges et plus 

muscularisés dans les nerfs diabétiques (K. F. Kusano et al. 2004). Cette observation 

a été confirmée dans le cœur ischémique en 2011 (J. Roncalli et al. 2011) et il a été 

démontré que FGF9 augmente l'expression de Shh dans les CML et la formation de 

vaisseaux stables (Frontini et al. 2011). Cependant, l'inhibition de Smo par la 

cyclopamine inhibe la couverture des capillaires nouvellement formés par les 

péricytes dans la cornée de souris (Q. Yao et al. 2014), et la diminution de 

l’expression de Shh est associée à la régulation négative de l'expression d'Angpt1, la 

perte des péricytes et une perméabilité capillaire accrue dans la rétine de souris 

diabétiques Akika (Huang et al. 2015) (Figure 30). 

 

Les embryons de poisson zèbre mutés pour igu (orthologue de la protéine humaine 

DAZ interacting zinc finger protein 1, impliquée dans le développement du système 

vasculaire et du cil primaire) traités par cyclopamine affichent une diminution de 

l'expression mésenchymateuse d’Angpt1 et des hémorragies dans de nombreux 

territoires, y compris les somites, la zone pharyngée et la tête. Les jonctions serrées 

entre les CE présentent une morphologie et une taille normales dans les embryons 

mutés, tandis que les cellules murales périvasculaires ne parviennent pas à entrer 

en contact avec les CE. Ces résultats suggèrent que l'hémorragie chez les mutants 

igufo10a n'est pas due à un défaut de structure des CE mais à un défaut au niveau des 

péricytes (Lamont et al. 2010). Néanmoins, bien que Kolesova et al. rapportent que 

l'administration d'anticorps bloquant 5E1 dans des embryons de poisson zèbre 
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entraîne des hémorragies, la distribution des CML dans la paroi vasculaire est 

inchangée (Kolesova, Roelink, et Grim 2008). 

 
 

Figure 30. Schéma représentant les principaux événements cellulaires 
impliqués dans le recrutement et la différentiation des cellules murales induites 

par Hh – issu de (Chapouly et al. 2019) 
 

La muscularisation de nouveaux vaisseaux sanguins est plus probablement la 

conséquence d'une réponse directe des cellules murales (CML ou péricytes) à la 

stimulation de la voie de signalisation Hh, car les CML et les péricytes expriment 

Shh, Ptch1, Smo et Gli1 (Frontini et al. 2011; Sicklick et al. 2005; G. Wang et al. 

2010; Q. Yao et al. 2014). En effet, Shh favorise la prolifération des CML (H. Li et al. 

2012; Morrow et al. 2007) et leur survie (Morrow et al. 2007; Sicklick et al. 2005; G. 

Wang et al. 2010). Il est suggéré que ces effets résultent de l'activation directe du 

facteur de transcription Gli (F. Li et al. 2010; Morrow et al. 2007; G. Wang et al. 

2010) par modulation de la signalisation Notch (Doyle et al. 2015; Morrow et al. 2009; 

Walshe et al. 2011) ou activation de l'autophagie via la phosphorylation d’Akt (H. Li 

et al. 2012).  

 

En outre, Shh favorise la migration des CML et des péricytes (K. Chen et al. 2016; 

Shen et al. 2017; Q. Yao et al. 2014) via l'activation d’ERK1/2 et PI3Kϒ (Q. Yao et al. 

2014). Shh pourrait également maintenir la différenciation des CML (Doyle et al. 

2015), ou promouvoir la différenciation des cellules progénitrices en CML, y compris 

les cellules souches résidentes adventicelles Sca1+ (Fitzpatrick et al. 2017; Mooney 
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et al. 2015; Passman et al. 2008) ou les cellules souches mésenchymateuses dérivées 

de la moelle osseuse (J. Roncalli et al. 2011). De même, dans la dent, Shh active 

l'expression de Gli1 dans les cellules péri-artérielles qui donnent au moins en partie 

naissance aux péricytes NG2+ (Zhao et al. 2014). 

 

En outre, il a été démontré que la différenciation des cellules progénitrices Sca1+ 

en CML passe par Ptch1 et Gli2 (Fitzpatrick et al. 2017). Notamment, une étude 

rapporte que Shh, via Gli2 et Klf4, favorise la dédifférenciation des CML vasculaires 

d’un phénotype contractile vers un phénotype sécrétoire (Zeng et al. 2016). Ainsi, 

Shh favorise l'activation des CML, qui se caractérise par un état prolifératif et 

dédifférencié. 

 

Enfin, Shh augmente l'expression de facteurs favorisant la stabilisation des vaisseaux 

tels que Angpt1, PDGF-BB et TGFβ (E. Dohle et al. 2011; Lee, Moskowitz, et Sims 

2007).  

 

En plus de participer à la maturation des vaisseaux sanguins, la signalisation Hh est 

surexprimée dans les artères lésées, en particulier Shh et Scube2, lors de la 

cicatrisation intimale après ligature d'artère carotide (Ali et al. 2013; Dutzmann et 

al. 2017; Morrow et al. 2009), dans des greffons veineux autologues (F. Li et al. 2010) 

et dans le poumon hypoxique (G. Wang et al. 2010). La régulation positive de Shh 

est associée à l'activation et à la prolifération des CML. Inversement, l'expression de 

Shh et Ptch1 dans les CML est diminuée dans les échantillons de tissus anévrismaux 

(Doyle et al. 2015).  

 

Au niveau moléculaire, l'expression de Shh dans les CML est augmentée par l'hypoxie 

(G. Wang et al. 2010), des facteurs de croissance tels que PDGF-BB (Q. Yao et al. 

2014; Zeng et al. 2016), des protéines de liaison aux acides gras de type cardiaque 

(Chen et al., 2016) et C1q/ TNF-related protein-5 (Shen et al. 2017). L'expression de 

Shh induite par PDGF-BB dépend de la voie de signalisation ERK1/2 (Zeng et al. 2016). 

Au contraire, l'expression de Shh dans les CML est régulée négativement par les 

contraintes de cisaillement (Morrow et al. 2007; Walshe et al. 2011). Enfin, une 

étude rapporte une diminution de l'activité de signalisation Hh (c'est-à-dire une 
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régulation négative de Gli1, Gli2 et Hhip) après ligature de l'artère carotide. Ceci est 

associé à la dédifférenciation des CML (Herring et al. 2017). 

 

Ainsi il reste encore de nombreuses recherches à effectuer sur la participation 

de Dhh et Shh dans la muscularisation et la maturation des vaisseaux. 
 

II. Physiopathologie de l’ICC chez l’Homme  

 
1. Rationnel de l’étude 

 

Comme expliqué au Chapitre d’INTRODUCTION/II/D/6, malgré de premiers résultats 

prometteurs chez l’animal, aucun essai de phase 3 n'a démontré l'efficacité des 

thérapies pro-angiogéniques (Conte et al. 2019) et l’altération des voies de 

signalisation angiogéniques pourrait contribuer de manière significative à l’ICC 

par des mécanismes analogues au processus par lequel une signalisation altérée 

de l'insuline contribue au développement de l’insulino-résistance chez les sujets 

atteints de diabète de type 2, ce qui suggère que les thérapies apportant des 

facteurs de croissance seraient moins efficaces que des thérapies visant à surmonter 

les défauts des voies de signalisation des facteurs de croissance angiogéniques. 

Surtout, les études antérieures n'ont pas réussi à établir clairement si la densité 

capillaire dans le muscle ischémique est augmentée, diminuée ou non modifiée; 

cependant, 2 études ont rapporté une modification de la structure capillaire avec un 

épaississement significatif de la membrane basale (Baum et al. 2016; Ho et al. 2006). 

Ce défaut de compréhension des mécanismes menant à l’ICC et aux lésions 

tissulaires pourrait s’expliquer par l’utilisation de modèles animaux peu 

représentatifs de la pathologie humaine, avec des modèles d’ischémie trop aiguë, 

sur des sujets indemnes de comorbidités. En effet, des écarts importants existent 

entre les modèles précliniques et l’ICC humaine, la norme la plus largement 

acceptée pour étudier le milieu complexe de cette pathologie restant la procédure 

de ligature (associée ou non à une exérèse) de l’A. fémorale. Néanmoins, l’ICC 

semble liée à une interaction complexe d'angiogenèse altérée, de facteurs de 

risque systémiques (comme le diabète), d'inflammation, de dysfonctionnement 
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endothélial et de dysfonctionnement des muscles squelettiques (Pérez-Cremades, 

Cheng, et Feinberg 2020). 

 

Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans 

l’ICC et dans la reperfusion des muscles ischémiques semble essentielle afin de 

permettre d’identifier de nouvelles cibles dans la prévention, le diagnostic et la 

gestion thérapeutique de cet état pathologique invalidant et notamment des 

patients en ICC dits “sans option”.  

 
2. Résultats 

 

Les tissus analysés appartenaient à une banque de tissus humains prélevés dans le 

cadre d’un programme hospitalier de recherche clinique (PHRC) « AOMI au stade 

d’ICC : caractérisation métabolique, morphologique et immunohistochimique des 

tissus atteints : étude pilote ». Au total, 10 sujets contrôles, 6 sujets atteints d’une 

AOMI stade 3 de la classification de Rutherford et 25 sujets atteints d’une AOMI stade 

5-6 de la classification de Rutherford ont pu être analysés. 

 

Pour les muscles contrôles (n=10), les prélèvements musculaires étaient réalisés chez 

des patients bénéficiant d’un stripping saphène et ne présentant aucun antécédent 

et aucun signe clinique en faveur d’un diagnostic d’artériopathie oblitérante des 

membres inférieurs. Pour les sujets Rutherford 3 (n=6), les prélèvements étaient 

réalisés au moment de la réalisation d’un geste de revascularisation chez des 

patients claudiquants, et pour les sujets Rutherford 5-6 (n=25), les prélèvements 

étaient réalisés au niveau des zones considérées comme saines par le chirurgien et 

des zones ischémiées au moment d’un geste d’amputation chez des patients en ICC.  

 

Les patients contrôles présentaient significativement moins de surface de cellules 

musculaires Desmine négatives comparés aux sujets Rutherford 5-6 (9.3±2.5 vs 

24.0±3.2%; p=0.04) et moins de fibrose (vert lumière en Trichrome de Masson) 

(2.4±0.2 vs 6.6±1.5%; p=0.01) (Figure 31A et B). 
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Aucune différence significative de nombre d’éléments CD31 positifs n’était 

retrouvée entre les patients contrôles, les patients Rutherford 3 et les patients 

Rutherford 5-6 (1225±186 vs 918±149 vs 987±65 vaisseaux/mm2; non significatif [NS]) 

(Figure 31C). Il n’y avait donc pas d’augmentation des phénomènes 

d’angiogenèse chez ces sujets, par rapport aux sujets contrôles. 

 

Les patients contrôles et les patients Rutherford 3 présentaient significativement 

moins de monocytes/macrophages comparé aux patients Rutherford 5-6 (11±7 et 

13±7 vs 50±9 éléments CD68+/mm2; p=0.005 et p=0.04 respectivement) (Figure 

31D). Par ailleurs, les patients contrôles présentaient significativement moins 

d’œdème interstitiel comparé aux patients Rutherford 5-6 (15.1±1.2 vs 31.3±2.4% de 

surface Albumine+; p=0.0004) (Figure 31E). 

 

 

Résumé des principaux résultats 

• Au total, le phénotype d’ICC chez l’homme était représenté par un défaut de réparation 

musculaire, caractérisé par une diminution des zones de cellules musculaires Desmine+ 

et une augmentation de la quantité de fibrose, sans diminution significative de densité 

capillaire en marquage CD31.  

• Ce phénotype était accompagné de signes pouvant faire évoquer la présence d’une 

dysfonction endothéliale avec l’augmentation de l’état inflammatoire local marqué par 

l’augmentation de la densité en monocytes et macrophages, mais aussi l’augmentation 

de l’œdème interstitiel pouvant signer une éventuelle augmentation de la perméabilité 

vasculaire. 
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Figure 31. Evaluation du phénotype de défaut de réparation tissulaire et de 

perfusion chez l’homme 
 
A. Immuno-marquage Desmine (x260) et analyse quantitative des surfaces Desmine négatives sur le 
même type de coupes 
B. Marquage en coloration trichrome de Masson (x260) et analyse quantitative des surfaces de 
fibrose marquées en vert lumière sur coupes au grossissement x20 
C. Immuno-marquage CD31 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD31 positifs sur le 
même type de coupes 
D. Immuno-marquage CD68 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD68 positifs sur le 
même type de coupes 
E. Immuno-marquage en fluorescence de l’Albumine (x260) et analyse quantitative des surfaces 
Albumine positives sur coupes au grossissement x20 
  

A. 

B. 

C. 

D. 

E. 
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3. Discussion 

 

Dans cette étude, nous établissons que le muscle ischémique des patients atteints 

d’ICC présente un phénotype myopathique, sans aucune modification du nombre 

de capillaires mais avec des signes évidents de perturbation des microvaisseaux.  

 

En effet, les études antérieures n'ont pas réussi à établir clairement si la densité 

capillaire dans le muscle ischémique est augmentée, diminuée ou non modifiée; 

Cependant, 2 études ont rapporté une structure capillaire altérée avec un 

épaississement significatif de la membrane basale (Baum et al. 2016; Ho et al. 2006). 

Fait intéressant, notre étude révèle que la densité capillaire dans le muscle 

ischémique des patients atteints d’ICC équivaut à celle des muscles squelettiques 

sains de sujets contrôles. Par ailleurs, aucun changement significatif de la densité 

capillaire n’était observé sur les 3 niveaux de biopsies réalisés pour chaque patient 

en ICC, de la zone la plus ischémique aux berges de la zone d'amputation.  

 

De plus, nous retrouvons une microangiopathie associée à l'ischémie, caractérisée 

par une perméabilité capillaire accrue couplée à une inflammation musculaire, 

reflétant l'activation des CE. Sur la base de l'hypothèse qu'une augmentation de la 

densité des vaisseaux sanguins améliorerait la perfusion tissulaire et conduirait au 

sauvetage des membres, plusieurs thérapies pro-angiogéniques ont été testées, 

d'abord sur des modèles animaux d'ischémie de pattes, puis, dans le cadre d'essais 

cliniques, chez des patients atteint d’AOMI.  

 

Comme mentionné dans l’introduction, les premiers résultats obtenus chez l'animal 

étaient très prometteurs (Couffinhal et al. 1999; Takeshita et al. 1994), et les essais 

cliniques de phase I ont démontré avec succès une augmentation de la formation de 

vaisseaux collatéraux après transfert de gène artériel de plasmides codant pour le 

VEGF-A chez les patients atteints d’ICC (Isner et al. 1996). Cependant, entre-temps, 

des essais cliniques randomisés de plus grande envergure testant des thérapies 

angiogéniques dans la claudication intermittente ou l’ICC ont donné des résultats 

négatifs sur les critères de jugements principaux, à savoir les taux d'amputation, la 

diminution de la douleur et le temps de marche maximal (Cooke et Losordo 2015).  
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En raison de nos résultats, montrant que la densité capillaire n'est pas diminuée 

dans le muscle ischémique des patients atteints d’ICC, et des résultats mitigés 

obtenus dans les études précédentes avec des thérapies pro-angiogéniques, nous 

avons supposé que la stimulation de la densité capillaire n'est peut-être pas la 

meilleure approche pour améliorer suffisamment la perfusion du muscle 

ischémique et pour atteindre un équilibre permettant la récupération musculaire 

et donc le sauvetage de membre.  

 
Les résultats sont décrits en détails et discutés dans le manuscrit intitulé 

« Restoring Endothelial Function by Targeting Desert Hedgehog Downstream of Klf2 

Improves Critical Limb Ischemia in Adults » et publié dans Circulation Research  

 
III. Mise au point d'un modèle expérimental de diabète et d'ICC chez la souris 

se rapprochant du phénotype humain 

 
1. Rationnel de l’étude 

 
Pour vérifier notre hypothèse, nous avons décidé d'explorer plus avant le rôle du 

dysfonctionnement de la CE dans la physiopathologie de l’ICC, dont les 

symptômes sont principalement liés à l'ischémie musculaire, induite par des 

lésions artérielles macrovasculaires entraînant une hypoperfusion.  

 

Pour se faire, un nouveau modèle d’ischémie par ligature séquentielle a été choisi 

afin de reproduire de façon plus fidèle l’ICC retrouvée chez l’homme.  En effet, le 

choix du modèle d’ischémie revêt une importance capitale dans l’interprétation des 

résultats obtenus et le modèle de ligature exérèse habituellement réalisé dans le 

laboratoire semblait moins adapté (Lotfi et al. 2013).  

 

AInsi, la ligature séquentielle permet de préserver l’intégrité des veines et nerfs 

adjacents aux artères, d’obtenir une ischémie chronique perdurant jusqu’à 28 jours 

après induction de l’ischémie avec un stress oxydatif s’apparentant à celui retrouvé 

chez l’homme (Lejay et al. 2015) et d’obtenir un phénotype de collatérales 

hélicoïdales, ainsi qu’une étude plus spécifique de l’angiogenèse en limitant le 
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phénomène d’artériogenèse à partir du réseau collatéral préexistant en provenance 

de l’artère iliaque interne (Hellingman et al. 2010). 

 
2. Résultats 

 

Le nouveau modèle d’ischémie par ligature séquentielle choisi pour ce projet a été 

comparé au modèle de ligature exérèse habituellement réalisé dans le laboratoire 

(Lotfi et al. 2013). Une cinétique du modèle de ligature séquentielle a été réalisée 

avec sacrifice de souris C57BL/6 à J0, J2, J4, J6, J10, J14 et J28 post ligature afin 

de déterminer le temps optimal de sacrifice, les données sont disponibles Figure 32.  

 

Les souris étaient sacrifiées à J28 afin d’observer le phénotype et de le comparer à 

celui qui avait été obtenu sur les tissus humains (Figure 33A). Il n’existait pas de 

différence significative en terme de score de nécrose entre les deux groupes (Figure 

33B). 

 

La coloration Hémalun-Eosine (Figure 33D) et le marquage Desmine (Figure 33E) 

permettaient d’observer un phénotype se rapprochant du phénotype humain, déjà 

décrit dans la littérature comme un « phénotype myopathique », avec une 

hétérogénéité de taille des fibres musculaires, une forme arrondie des cellules 

musculaires comportant un noyau central, la présence d’œdème et une immaturité 

globale de la réparation musculaire (Pipinos et al. 2007; Lejay et al. 2015). Cette 

immaturité de régénération musculaire était confirmée en qPCR avec une 

augmentation significative du marqueur tardif de différentiation musculaire Myh1 

(myosin heavy chain) à J10 dans le groupe ligature exérèse (niveau d’expression 

relative d’ARNm de Myh1 de 192321±20606 dans le groupe ligature exérèse vs 

81414±19820 dans le groupe ligature séquentielle; p=0.05) et J28 (niveau 

d’expression relative d’ARNm de Myh1 de 442167±44007 vs 225766±56035 ; p=0.03) 

et une diminution significative de MyoG (myogénine), marqueur de différentiation 

musculaire précoce à J10 (niveau d’expression relative d’ARNm de MyoG de 

1945±464 vs 4028±479; p=0.05) et J28 (niveau d’expression relative d’ARNm de MyoG 

de 180±47 vs 488±118; p=0.05) (Figure 33F et G) (Stuart et al. 2016).  
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Figure 32. Cinétiques du nouveau modèle de ligature séquentielle 

 
Réalisation d’une cinétique du modèle de ligature séquentielle avec sacrifice de souris C57BL/6 à J0, J2, J4, J6, 
J10, J14 et J28 post ligature 
A. Analyse quantitative de l’immuno-marquage Desmine en surface Demine+/mm2, reflet de l’état de réparation 
musculaire 
B. Analyse quantitative de l’immuno-marquage CD31 en nombre de vaisseaux CD31/mm2, reflet de la néo-
angiogenèse 
C. Analyse quantitative de l’immuno-marquage CD68 en nombre d’éléments CD68+/mm2, reflet de l’état 
inflammatoire local 
D. Analyse quantitative de l’immuno-marquage GR1 en nombre d’éléments GR1+/mm2, reflet de l’état 
inflammatoire local précoce (marquage des polynucléaires neutrophiles, premiers globules blancs à arriver sur 
le site de l’ischémie) 
 

A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. 
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Par ailleurs, la surface de fibrose (vert lumière) était significativement inférieure 

dans le MTA sain et le MTA post ligature-exérèse fémorale comparé au MTA post 

ligature séquentielle (3.0±0.2 et 2.9±0.5 vs 6.9±2.4%; p=0.02 et p=0.009 

respectivement) (Figure 33H). 

 

Aucune différence significative de nombre d’éléments CD31 positifs n’était 

retrouvée entre le MTA sain, le MTA post ligature-exérèse fémorale et le MTA post 

ligature séquentielle à J28 (3782±459, 4302±353 et 3975±141 vaisseaux/mm2; NS) 

(Figure 33I). Cependant, un défaut de perfusion significatif était mis en évidence à 

J28 entre le modèle de ligature-exérèse fémorale et le modèle de ligature 

séquentielle (ratio patte ischémiée/contrôle de 0.71±0.03 vs 0.42±0.06; p=0.01) 

(Figure 33C). Par ailleurs, les vaisseaux néo-formés semblaient moins matures dans 

le modèle ligature séquentielle, avec une hétérogénéité de forme, un plus gros 

calibre et une paroi épaissie. 

 

Il y avait significativement moins d’infiltration de monocytes/macrophages dans le 

MTA post ligature-exérèse fémorale comparé au modèle ligature séquentielle 

(164±37 vs 346±72 éléments CD68+/mm2; p=0.02) (Figure 33J). De plus, il y avait 

significativement moins d’œdème interstitiel dans le MTA post ligature-exérèse 

fémorale comparé au modèle ligature séquentielle (4.7±0.3 vs 10.8±0.6% de surface 

Albumine+; p=0.002) (Figure 33K). 

 

Nous avons ensuite transposé ce modèle sur un modèle de souris diabétiques de 

type 2, les souris LeprDb/Db. Cependant, dans un travail préliminaire de l’unité, 

ces souris avaient déjà démontré une sorte de protection vis-à-vis du modèle de 

ligature exérèse, et ces données ont été confirmées lors de l’utilisation du 

modèle de ligature séquentielle, avec la mise en évidence d’une augmentation 

préalable du nombre de vaisseaux CD31+ et l’absence de déficit perfusionnel 

après ligature, sans aucune des caractéristiques du phénotype myopathique 

recherché (Figure 34).  
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A. Schéma expérimental présentant un bras ligature exérèse et un bras ligature séquentielle 
B. Score de nécrose clinique après ligature exérèse (n=8) et ligature séquentielle (n=32) 
C. Images en « laser doppler perfusion imaging » des plantes de pattes postérieures et mesure quantitative de la récupération 
du flux sanguin après ligature exérèse (n=8) et ligature séquentielle (n=14) 
Les prélèvements de muscle tibial antérieur étaient réalisés à J28  
D. Marquage en coloration Hémalun-éosine (x260) 
E. Immuno-marquage Desmine (x260)  
F. Analyse quantitative en qPCR de l’expression relative de l’ARNm « myosin heavy chain » (Myh1) (n=4 par groupe) sur muscle 
sain et sur muscle ischémié par ligature exérèse ou ligature séquentielle après 10j et après 28j  
G. Analyse quantitative en qPCR de l’expression relative de l’ARNm « mygenin» (MyoG) (n=4 par groupe) sur muscle sain et sur 
muscle ischémié par ligature exérèse ou ligature séquentielle après 10j et après 28j 

 

A. B. 

C. 

D. 

E. 
G. 

F. 
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Figure 33. Mise en place d’un modèle expérimental d’ICC 
 

H. Marquage en coloration trichrome de Masson (x260) et analyse quantitative des surfaces de fibrose marquées en vert lumière 
sur coupes au grossissement x20 
I. Immuno-marquage CD31 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD31 positifs sur le même type de coupes 
J. Immuno-marquage CD68 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD68 positifs sur le même type de coupes 
K. Immuno-marquage en fluorescence de l’Albumine (x400) et analyse quantitative des surfaces Albumine positives sur coupes 
au grossissement x20 
 
 

H. 

I. 

J. 

K. 
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Figure 34. Les souris diabétiques LeprDb/Db semblent partiellement protégées 
contre l’ischémie de patte 

 
A. Schéma expérimental. Les prélèvements de muscle tibial antérieur étaient réalisés à J28  
B. Immuno-marquage CD31 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD31 positifs sur le même type de coupes  
C. Immuno-marquage en fluorescence de l’Albumine (x400) et analyse quantitative des surfaces Albumine positives sur coupes 
au grossissement x20 
D. Immuno-marquage CD68 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD68 positifs sur le même type de coupes 
E. Immuno-marquage Desmine (x260)  
 
 

A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
 
 
 
 
 
 
D. 
 
 
 
 
 
 
 
E. 
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Nous nous sommes alors orientés vers un autre modèle murin de diabète, obtenu 

par injection IP de STZ, sur lequel le modèle de ligature exérèse fonctionnait 

déjà dans le laboratoire.  

 

Nous avons tout d’abord caractérisé la présence de complications du diabète chez 

ces souris 12 semaines après induction de ce dernier et notamment la présence d’une 

atteinte neuropathique. Les souris étaient sacrifiées à J14 ou à J28 afin d’observer 

le phénotype (Figure 10A). Les tests comportementaux permettaient de retrouver 

une allodynie significative au monofilament de Von Frey (Tableau 4, Figure 35B) 

ainsi qu’une anesthésie thermo-algique au « Plantar test » (3.7±0.2 dans le groupe 

contrôle vs 5.5±0.3s de latence de réponse plantaire dans le groupe STZ; p<0.0001) 

(Figure 35C), mais aussi à l’EMG montrant une atteinte à la fois motrice (vitesse de 

conduction nerveuse motrice [MNCV] de 43.6±1.7 vs 35.5±1.7ms; p=0.0005) et 

sensitive (vitesse de conduction nerveuse sensitive [SNCV] de 18.1±1.0 vs 

20.9±0.8ms; p=0.05) (Figure 35D).  

 

  CTRL Diabetic p 
0,16 1 1 0.9 

0,4 2 3 0.002 
0,6 2 4 0.001 

1 3 5 0.005 
1,4 4 5 0.0003 

2 6 7 0.2 

Tableau 5. Résultats du test au monofilament de Von Frey  

 

Il n’existait pas de différence significative en termes de score de nécrose entre les 

deux groupes (Figure 36C). La coloration Hémalun-Eosine (Figure 36B) et le 

marquage Desmine (Figure 36D) permettaient d’observer un « phénotype 

myopathique » moins marqué dans le groupe contrôle post ligature séquentielle 

comparé au groupe diabétique, avec un volume musculaire (MTA) significativement 

plus élevé dans le groupe contrôle (2677834±201725 vs 2078196±157794 unités 

arbitraires ; p=0.005) (Figure 36F) et une surface de fibrose (vert lumière) 

significativement inférieure (5.9±0.4 vs 15.7±1.7%; p<0.0001) (Figure 36E). Par 

ailleurs, la prolifération cellulaire était significativement plus faible dans le groupe 
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contrôle post ligature séquentielle comparé au groupe diabétique (5.7±1.3 

vs 70.8±22.8 cellules BrDU+/mm2; p=0.02) (Figure 36G). 

 

Aucune différence significative de nombre d’éléments CD31 positifs n’était 

retrouvée entre le MTA non ischémié contrôle vs diabétique (3077±741 vs 3606±377 

vaisseaux/mm2; NS) et entre le MTA post ligature séquentielle contrôle vs diabétique 

à J28 (3737±170 vs 3439±159 vaisseaux/mm2; NS) (Figure 36H). Cependant, un 

défaut de perfusion significatif était mis en évidence à J28 entre le groupe contrôle 

post ligature séquentielle et le groupe diabétique (ratio patte ischémiée/contrôle 

de 0.61±0.07 vs 0.38±0.06; p<0.0001) (Figure 36A). Ceci était confirmé par le 

marquage Lectine BS1 qui montrait un nombre de vaisseaux perfusés 

significativement plus élevé dans le groupe contrôle post ligature séquentielle 

comparé au groupe diabétique (1470±91 vs 1182±60 vaisseaux/mm2; p=0.02) (Figure 

36I).  

 

Il y avait significativement moins d’infiltration de monocytes/macrophages dans le 

MTA contrôle post ligature séquentielle comparé au groupe diabétique (322±70 vs 

541±109 éléments CD68+/mm2; p=0.001) (Figure 36J). De plus, il y avait 

significativement moins d’œdème interstitiel dans le MTA contrôle post ligature 

séquentielle comparé au groupe diabétique (10.8±0.6 vs 13.5±1.2% de surface 

Albumine+; p=0.03) (Figure 36K). L’étude de la participation du système 

lymphatique dans cet œdème interstitiel a révélé la présence d’un nombre de 

vaisseaux lymphatiques significativement inférieur dans le groupe contrôle post 

ligature séquentielle comparé au groupe diabétique (57±4 vs 70±6 éléments Lyve-

1+/mm2; p=0.04) (Figure 36L). Ceci était confirmé en qPCR avec une augmentation 

significative d’un marqueur de lymphangiogenèse dans le groupe diabétique (niveau 

d’expression relative d’ARNm de Prox1 de 28.1±5.0 vs 52.2±9.0; p=0.03) (Figure 

36M)(Wigle et Oliver 1999).  

 

  



 163 

 

 
 

Figure 35. Tests comportementaux dans un modèle expérimental murin de 
diabète et d’ICC se rapprochant du phénotype humain 

 
A. Schéma expérimental présentant un bras contrôle et un bras diabétique avec réalisation d’une ligature 
séquentielle dans les deux groupes 

A. 

B. 

C. 

D. 
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B. Test comportemental d’évaluation de la neuropathie au monofilament de Von Frey et analyse quantitative du 
nombre de réponses (seuil d’allodynie à 4/7 réponses positives en rouge) chez les souris contrôles (n=21) et 
diabétiques (n=31) âgées de 18 semaines 
C. Test comportemental d’évaluation de la neuropathie par « plantar test » et analyse quantitative du temps de 
latence de réponse plantaire chez les souris contrôles (n=21) et diabétiques (n=31) âgées de 18 semaines 
D. Electromyogramme illustrant l’installation des souris sur la plateforme de test. Les vitesses de conduction 
nerveuse motrices (MNCV) et sensitives (SNCV) étaient analysées pour les souris contrôles (n=12) et les souris 
diabétiques (n=30). L’onde M correspond au potentiel de dépolarisation motrice récupéré par l’appareil, il 
apparaît derrière un artéfact correspondant au potentiel de stimulation envoyé par l’appareil pour déclencher 
la réponse motrice. L’onde H correspond au potentiel de dépolarisation sensitive récupéré par l’appareil, il 
apparaît derrière un artéfact correspondant au potentiel de stimulation envoyé par l’appareil pour déclencher 
la réponse sensitive. 
 
 

 

 
 
 

A. Images en « laser doppler perfusion imaging » des plantes de pattes postérieures et mesure quantitative de la 
récupération du flux sanguin dans le groupe contrôle (n=20) et diabétique (n=14) après ligature séquentielle 
C. Score de nécrose clinique dans le groupe contrôle (n=24) et diabétique (n=18) 
 
Les prélèvements de muscle tibial antérieur (MTA) étaient réalisés à J28  
B. Marquage en coloration Hémalun-éosine (x260) 
D. Immuno-marquage Desmine (x260)  
E. Marquage en coloration trichrome de Masson (x260) et analyse quantitative des surfaces de fibrose marquées 
en vert lumière sur coupes au grossissement x20 
F. Volume du MTA ischémique chez les souris contrôles (n=18) et diabétique (n=11) 

A. 

B. 

D. 

E. 

F. 

C. 
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G. Immuno-marquage BrDU (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments BrDU positifs sur le même type 
de coupes (les flèches noires montrent certaines cellules BrDU positives) 
H. Immuno-marquage CD31 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD31 positifs sur le même type 
de coupes.  
I. Marquage en fluorescence de la Lectine (x260) pour étude de la perfusion de ces vaisseaux avec analyse 
quantitative du nombre d’éléments Lectine positifs sur le même type de coupes 
J. Immuno-marquage CD68 (x260) et analyse quantitative du nombre d’éléments CD68 positifs sur le même type 
de coupes sur muscle sain (non ischémié) et sur muscle après ligature séquentielle 
 

 
 
 
 

G. 

H. 

J. 

I. 
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K. Immuno-marquage en fluorescence de l’Albumine (x160) et analyse quantitative des surfaces Albumine 
positives sur coupes au grossissement x20 
L. Immuno-marquage Lyve-1 (x260) 
M. Analyse quantitative en qPCR de l’expression relative de l’ARNm de Prox1 dans le groupe contrôle (n=10) et 
le groupe diabétique (n=9) 
N. Analyse quantitative en qPCR de l’expression relative de l’ARNm de la superoxyde dismutase (SOD)2 dans le 
groupe contrôle (n=10) et le groupe diabétique (n=8) 
 

Figure 36. Mise en place d’un modèle expérimental murin de diabète et d’ICC 
se rapprochant du phénotype humain 

 

K. 

L. 
M. 

N. 
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Figure 37. Confirmation de la pérennité de l’ICC dans le modèle expérimental 
murin de diabète et ligature séquentielle 

 
 

Par ailleurs, l’augmentation du stress oxydatif dans le groupe diabétique post-

ligature séquentielle était traduite par une augmentation du nombre d’éléments NF-

�B positifs au niveau des CE des aortes « en Face ». Ceci était confirmé en qPCR avec 

une diminution des capacités anti-oxydantes en lien avec une diminution significative 

du niveau d’expression d’une des principales enzymes impliquées dans la 

détoxification des ROS au niveau du MTA diabétique post ligature séquentielle 

(niveau d’expression relative d’ARNm de SOD2 (superoxide dismutase) de 

69971.9±9037.5 vs 25281.7±3352.5; p=0.0005) (Figure 36N). 

 

Enfin nous avons confirmé la stabilité du modèle en poursuivant son étude 

jusqu’à J86 (Figure 37), démontrant ainsi la persistance d’un déficit perfusionnel 

à long terme. 
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Résumé des principaux résultats 

Choix du modèle murin de ligature séquentielle (vs ligature exérèse) et de diabète par injection 

de STZ (vs LeprDb/Db) permettant de se rapprocher du phénotype humain : 

• Pas de différence de densité capillaire 

• Mais nombre de vaisseaux perfusés significativement plus faible (vs groupe contrôle) 

• Défaut de perfusion significatif avec stabilité du modèle jusqu’à J86  

• « phénotype myopathique » avec fibrose, infiltration de monocytes/macrophages, 

œdème interstitiel 

• Augmentation de la prolifération cellulaire  

• Augmentation du nombre de vaisseaux lymphatiques et d’un marqueur de 

lymphangiogenèse  

 

3. Discussion 

 

Dans les modèle animaux, l'ischémie est généralement induite par une ligature 

chirurgicale ou l’exérèse d’un ou de plusieurs axes artériels principaux vascularisant 

la patte postérieure. Ceci induit une ischémie aiguë, dont la sévérité dépend à la 

fois de l’espèce mais aussi de l'emplacement et du type de ligature. Il est important 

de noter que l'étendue de l'ischémie musculaire diffère également sensiblement 

entre les souches de souris (Scholz et al. 2002)(Helisch et al. 2006). C’est pourquoi 

le modèle de ligature séquentielle sur les souris de souche C57BL/6 semblait plus 

pertinent pour obtenir le phénotype recherché que le modèle de ligature exérèse 

habituellement réalisé dans le laboratoire (Lotfi et al. 2013)(Hellingman et al. 2010), 

ce que nous avons pu confirmer lors de la comparaison préliminaire des deux modèles 

avec la mise en évidence du phénotype myopathique recherché. 

 

Notre intérêt s’est ensuite plus particulièrement porté sur l’étude de ce modèle dans 

le cadre de la pathologie diabétique. En effet, il a été démontré dans un modèle de 

simulation informatique hémodynamique avec calcul de surface perfusée chez le rat 

« Zucker Diabetic Fatty » (ZDF) (modèle de diabète de type 2) que le réseau 

capillaire y est plus sensible aux changements de résistance des artérioles d’amont 

(Benedict et al. 2011). En conditions physiologiques, les ramifications micro-

vasculaires fournissent de nombreuses voies parallèles entre les entrées artériolaires 

et les sorties veineuses et permettent ainsi de diminuer les résistances du réseau 

capillaire. Cependant, une diminution significative de 37% des ramifications micro-
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vasculaires était observée histologiquement, entrainant une diminution significative 

de 44% du flux capillaire dans le muscle, suggérant ainsi que les capacités 

d’adaptation du réseau capillaire des sujets diabétiques en cas de constriction des 

artérioles d’amont ou d’obstruction capillaire sont diminuées. Par conséquent, 

même un changement minime de densité capillaire mesuré en coupe transversale, 

pourrait être responsable d’effets significatifs sur le flux sanguin et les résistances. 

Les réseaux capillaires les plus sensibles semblaient être dépourvus de vaisseaux 

collatéraux dans des localisations clés isolant ainsi de grandes parties du réseau 

capillaire en cas d’obstruction en amont. Une autre équipe a pu démontrer que les 

rats Goto-Kakizaki (autre modèle de diabète de type 2) présentent une réduction de 

la perfusion capillaire dans le muscle squelettique même au repos (66% vs 93% dans 

les contrôles)(Padilla et al. 2006). Ainsi, en cas de lésion athéromateuse entrainant 

une réduction du calibre de l’artère iliaque ou de l’artère fémorale, l’ischémie sera 

probablement plus sévère que chez des sujets sains. Par ailleurs, la vitesse des 

globules rouges était aussi diminuée, réduisant considérablement les capacités 

d’apport en O2 au muscle squelettique et générant un environnement local ne 

favorisant pas une réponse cellulaire appropriée en cas d’ischémie. Ainsi, une équipe 

a observé que des souris diabétiques soumises à 1h d’exercice physique (course) 

présentent une réponse angiogénique diminuée (ARNm de VEGFA et VEGFR2)(Kivelä 

et al. 2008).   

 

Notre modèle murin d’ICC et de diabète a permis de mettre en évidence la présence 

d’un « phénotype myopathique » marqué avec une altération de la qualité de 

réparation musculaire sans ralentissement de l’angiogenèse (Tableau 6). Ceci était 

associé à un état inflammatoire chronique et une augmentation de l’œdème 

interstitiel malgré une lymphangiogenèse augmentée. De plus, nous révélons une 

microangiopathie claire associée à l'ischémie, caractérisée par une perméabilité 

capillaire accrue couplée à une inflammation musculaire, reflétant l'activation des 

CE. Surtout, cette microcroangiopathie se retrouve systématiquement dans notre 

modèle murin et est associée à des niveaux significativement accrus de VCAM-1 et 

d'ICAM-1 au niveau de l'endothélium, ainsi qu'à une diminution des propriétés 

antioxydantes. De plus, ce modèle de ligature séquentielle permet également 
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d’obtenir une fenêtre thérapeutique satisfaisante pour l’étude de nouveaux 

traitements. 

 

 

Tableau 6. Résumé des principales caractéristiques des modèles 
d’ischémie 

 

Cependant, il n’existait pas de différence significative en terme de score de nécrose 

entre les groupes. Ceci peut s’expliquer, d’une part par la moindre sensibilité à 

l’ischémie des souris de souche C57BL/6, laissant supposer qu’une différence aurait 

peut-être pu être observée sur une souche plus sensible à l’ischémie comme la 

souche BALB/c (Scholz et al. 2002)(Helisch et al. 2006). Par ailleurs, le système de 

graduation clinique de l’ischémie utilisé est un système validé dans des modèles 

d’ischémie plus aiguë et n’est pas sensible à l’apparition de lésions sur le cou-de-

pied par exemple, alors que plusieurs souris du groupe ligature séquentielle 

présentaient ce type de lésion.  

 

Les résultats sont décrits en détails et discutés dans le manuscrit intitulé 

« Restoring Endothelial Function by Targeting Desert Hedgehog Downstream of Klf2 

Improves Critical Limb Ischemia in Adults » et publié dans Circulation Research  

 

IV. Test du potentiel thérapeutique d’un agoniste de la voie Hh améliorant 

l’intégrité de l’endothélium : le SAG 

 
1. Rationnel de l’étude 

 

Afin de vérifier la participation d’une dysfonction endothéliale dans le phénotype 

observé chez l’homme et dans le modèle murin, il a été décidé de réaliser un 

test thérapeutique ciblant la dysfonction endothéliale dans ce même modèle. 
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Il a déjà été démontré que le SAG prévient la perturbation de la barrière hémato-

encéphalique induite par un accident vasculaire cérébral (Chechneva et al. 2014a) 

ou une infection par le VIH (virus de l’immuno-déficience humaine)(V. B. Singh et al. 

2016a), et notre équipe a démontré auparavant qu'il restaure l'expression de Cldn5 

et prévient les fuites capillaires endoneuriales associées à la neuropathie chez les 

souris diabétiques (Chapouly et al. 2016b), c’est ainsi que nous nous sommes orientés 

vers l’utilisation du SAG dans ce modèle. 

 
2. Résultats 

 
Nous avons débuté par la caractérisation de la thérapie choisie dans un modèle 

murin d’angiogenèse de cornée afin de déterminer le caractère pro-angiogénique 

ou non de cette thérapie. Les souris étaient sacrifiées à J10 pour le prélèvement 

de cornées (Figure 38A). Le schéma expérimental consistait en la mise en place de 

« micropellets » de taille homogène contenant la thérapie SAG à tester (10ng/µL) 

(Figure 38B). Un contrôle négatif était représenté par l’implantation de 

« micropellets » contenant uniquement le polymère et le milieu de dilution de la 

thérapie et un contrôle positif était représenté par l’implantation de 

« micropellets » contenant du VEGF (100ng/mL); La surface de vaisseaux cornéens 

était significativement plus élevée dans le contrôle positif avec VEGF comparé au 

contrôle négatif et au SAG (201477±46721 vs 98511±10541 et 95093±7600 unités 

arbitraires; p= 0.003 et p = 0.001 respectivement) (Figure 38C et D). 

 

Afin de déterminer si le SAG ciblait la dysfonction endothéliale, une étude des 

jonctions inter-cellulaires a été réalisée sur des HUVEC à confluence dans des 

plaques 12 puits. Trois types de puits étaient réalisés en triplicata. "Des puits 

contrôles contenant uniquement le milieu de culture standard pour CE, des puits 

Glucose contenant le milieu de culture plus du Glucose à la concentration de 4.5g/L, 

et des puits Glucose + SAG contenant le milieu de culture et le Glucose à 4.5g/L ainsi 

que la thérapie SAG (10ng/µL). Les cellules étaient fixées au Méthanol puis observées 

au microscope à 24h. Une altération majeure de l’intégrité des jonctions inter-

cellulaires était visible en présence de Glucose en marquage VE-Cadh (jonctions 

adhérentes) et ZO-1 (jonctions serrées) et l’intégrité des jonctions était en partie 
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récupérée en présence de SAG (Figure 39A). L’altération de la fonctionnalité des 

jonctions inter-cellulaires a pu être objectivée en Western Blot, montrant une 

diminution significative de l’interaction VE-Cadh/b-caténine en immuno-

précipitation (IP) en présence de Glucose, malgré une quantité globale de VE-Cadh 

et de b-caténine conservée, avec une récupération de cette interaction en présence 

de SAG (Figure 39B). 

 

 
Figure 38. La thérapie SAG est non pro-angiogénique 

 
A. Schéma expérimental présentant un bras contrôle négatif, un bras contrôle positif (VEGF) et un 
bras test (SAG)  
B. Réalisation de « micropellets » cornéens homogènes sur un treillis en nylon avec un polymère 
(sucralfate et hydron), le milieu de dilution et la thérapie à tester, création de la micro-chambre au 
niveau de l’œil de la souris pour y placer le « micropellet », délai d’attente de 10j pour permettre 
une éventuelle réaction angiogénique puis prélèvement cornéen et montage de la cornée entière et 
à plat entre lame et lamelle 
C. Immuno-marquage en fluorescence du CD31 
D. Analyse quantitative de la surface de micro-vaisseaux cornéens (n=10 par groupe) 

A. 

B. 

C. 

D. 
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L’étude de la dysfonction endothéliale par tests de vasomotricité permettait de 

mettre en évidence une relaxation de l’endothélium ACh dépendante 

significativement altérée chez les souris diabétiques comparées au groupe contrôle 

(p=0.002) et le traitement par SAG permettait de normaliser cette altération en 

terme d’effet maximal de relaxation (p=0.04) mais avec une concentration efficace 

médiane (CE50) d’ACh augmentée. Un test au sodium nitroprusside (SNP), qui est un 

donneur de NO, était ensuite réalisé afin de déterminer si la dysfonction était liée 

au déficit de sécrétion de NO par les CE ou à un défaut de réponse des CML au NO, 

et a permis de démontrer l’absence de différence significative de relaxation de 

l’endothélium au SNP entre les trois groupes (Figure 39C).  

 

Par ailleurs, la dysfonction endothéliale chez les souris diabétiques se traduisait par 

une altération des jonctions adhérentes en immuno-marquage VE-Cadh au niveau des 

CE des aortes « en Face », avec l’apparition de boucles, suggérant une moins bonne 

performance de ces jonctions inter-cellulaires. Un potentiel effet restaurateur du 

SAG sur les jonctions entre les CE a été décelé, avec un phénotype intermédiaire 

entre les souris contrôles et les souris diabétiques (Figure 39D et E). De plus, la 

dysfonction endothéliale se traduisait par une diminution de la eNOS membranaire 

dans les souris diabétiques comparées aux souris contrôles, ce qui était confirmé par 

l’immuno-marquage de la phospho (P)-eNOS (forme activée)(Ritchie et al. 2010) qui 

était elle aussi diminuée chez les souris diabétiques comparées aux souris contrôles. 

Un potentiel effet restaurateur du SAG était là aussi décelé, avec un phénotype 

intermédiaire entre les souris contrôles et les souris diabétiques (Figure 39D et E).  
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A. B. 

C. 

D. 
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Figure 39. La thérapie SAG cible la dysfonction endothéliale 
 

Expériences in vitro sur des cellules humaines endothéliales de veine ombilicale (HUVEC) (Lonza) à 
confluence (passage 3 à 5). Les HUVEC étaient cultivées dans des plaques 12 puits. Les cellules 
contrôles étaient incubées dans du milieu de croissance pour cellules endothéliales standard, les 
cellules Glucose était incubées avec un milieu enrichi en Glucose (4.5g/L) et les cellules Glucose + 
SAG étaient en plus incubées avec du SAG (10ng/�L). Les cellules étaient observées à 24h post-
stimulation. 
A. Immuno-marquage « vascular endothelial » (VE)-Cadhérine et « zonula occludens » (ZO)-1 
B. L’expression des protéines participant à la fonctionnalité des jonctions adhérentes était analysée 
par immunoprécipitation à partir des extraits cellulaires, suivie d’une analyse en Western Blot 
C. Etude de la vasomotricité artérielle sur les artères fémorales de pattes contrôles des groupes 
contrôle (10 anneaux artériels sur 5 souris), diabétique (8 anneaux artériels sur 5 souris) et 
diabétique + SAG (8 anneaux artériels sur 3 souris). Après contraction maximale théorique par 
instillation de phényléphrine, analyse première de la relaxation artérielle à l’acétylcholine (ACh). 
Après nouvelle contraction par phényléphrine, analyse secondaire de la relaxation artérielle au 
sodium nitroprusside (SNP). 
 
Les prélèvements d’aorte descendance « en Face » étaient réalisés à J28  
D. Immuno-marquage en fluorescence de la « vascular endothelial » (VE)-cadhérine (Cadh) et de 
l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) (x400) dans le groupe contrôle (n=21), le groupe 
diabétique (n=11) et le groupe diabétique + SAG (n=3) montrant sa présence à la fois dans l’appareil 
de Golgi, site de synthèse, et à la membrane cellulaire endothéliale (site d’activation) 
E. Immuno-marquage en fluorescence de la VE-Cadh et de la phospho (P)-eNOS (x400) dans le 
groupe contrôle (n=21), le groupe diabétique (n=11) et le groupe diabétique + SAG (n=3) 

 

 
 
 
 

E. 
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Figure 40. L’action de la thérapie SAG n’est pas dépendante du système 

nerveux périphérique 
 
A. Schéma expérimental présentant un bras contrôle et un bras dénervation sciatique, subissant tous deux une 
ligature séquentielle, à J4 le bras dénervation sciatique était à nouveau séparé en un bras dénervation sans 
thérapie et un bras avec thérapie SAG 
B. Score de nécrose clinique dans le groupe contrôle/Sham dénervé (n=11), le groupe dénervé (n=15) et le groupe 
dénervé + SAG (n=3) 
C. Images en « laser doppler perfusion imaging » des plantes de pattes postérieures et mesure quantitative de la 
récupération du flux sanguin après ligature séquentielle dans le groupe contrôle (n=5), le groupe dénervé (n=6) 
et le groupe dénervé + SAG (n=3) 
Les prélèvements de muscle tibial antérieur étaient réalisés à J28  
D. Immuno-marquage « myelin basic protein » (MBP) (x260) et analyse quantitative du nombre de fibres 
nerveuses MBP positives sur les mêmes types de coupe 
E. Immuno-marquage Desmine (x260) et analyse quantitative des aires de régénération musculaires sur des 
coupes au grossissement x20 
F. Immuno-marquage en fluorescence de l’Albumine (x160) et analyse quantitative des surfaces Albumine 
positives sur coupes au grossissement x20 

A. 

C. 

D. 

B. 

E. 

F. 

n=11   n=15    n=3 
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Enfin, afin de déterminer si la thérapie SAG agissait directement sur les vaisseaux 

ou si elle passait par une action sur le système nerveux périphérique relarguant 

en réponse des facteurs pouvant eux agir sur les vaisseaux, un modèle de 

dénervation sciatique a été utilisé (Figure 40A). Il a permis de mettre en évidence 

des scores de nécrose significativement inférieurs en l’absence de dénervation 

(1.0±0.2 vs 2.5±0.1; p<0.0001) sans amélioration significative en présence de SAG 

(2.0±0.0) (Figure 40B). Il n’y avait pas de modification significative de la perfusion 

entre les trois groupes (Figure 40C). La démyélinisation d’aval était observée en 

immuno-marquage « myelin basic protein » (MBP) et ne semblait pas améliorée en 

présence de SAG (Figure 40D). La réparation musculaire était significativement plus 

avancée dans le groupe contrôle en comparaison au groupe dénervé (p<0.01) et le 

SAG permettait d’améliorer partiellement ce déficit de régénération musculaire 

(p=0.03 vs contrôle) (Figure 40E). Par ailleurs, l’œdème interstitiel était 

significativement moins important dans le groupe contrôle comparé au groupe 

dénervé (15.3±2.2 vs 28.4±3.1% de surface Albumine+; p=0.02) et le SAG permettait 

de diminuer partiellement cet œdème (18.9±1.1% de surface Albumine+; NS vs 

contrôle) (Figure 40F). 

 
Résumé des principaux résultats 

• La thérapie SAG est non pro-angiogénique  

• La thérapie SAG  cible la dysfonction endothéliale 

• L’action de la thérapie SAG n’est pas dépendante du système nerveux périphérique 

 
3. Discussion 

 
In vitro et dans ce modèle préclinique nous avons démontré que l'amélioration de la 

fonction des CE par un agoniste de la voie Hh est une stratégie efficace pour 

améliorer la perfusion et la réparation musculaire post-ischémique. En effet, nous 

soulignons que la thérapie SAG réussit à restreindre l'activation de la CE et les fuites 

vasculaires et restaure l'expression de SOD2. Cela conduit à une amélioration de la 

perfusion capillaire et à une meilleure organisation des myocytes, caractérisée par 

une plus faible expression de la desmine et de MyoG et une plus grande section 

transversale de myofibres. Cela corrobore les données de la littérature montrant que 

le niveau d'expression de la desmine, associé à une forme ronde de myofibres, est 
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inversement corrélé à la force musculaire du mollet chez les patients atteints d’AOMI 

(Koutakis, Miserlis, et al. 2015; Koutakis, Myers, et al. 2015). 

 

Ainsi, le traitement par Dhh ou un agoniste de la voie Hh (le SAG) limite 

l’augmentation de perméabilité capillaire secondaire à l’augmentation de TNF-α et 

de l’expression de VCAM-1 induites par le glucose (Hong Yang et al. 2011; Caradu, 

Couffinhal, et al. 2018). Dhh favorise l'interaction de la Cdh5 avec son partenaire 

la β-caténine et diminue l'expression de ICAM-1 et VCAM-1; néanmoins, les effets 

de Dhh sont plus probablement indépendants des facteurs de transcription Gli 

puisque ni l'expression de Gli1 ni celle de Gli2 n'est modulée dans les CE de souris 

Dhh KO. 

 
Étant donné que les agonistes du Dhh peuvent améliorer la fonction des CE dans des 

conditions de glucose ou d'inflammation élevées, nous avons émis l'hypothèse que 

l’ICC est le résultat d'un dysfonctionnement des microvaisseaux, plutôt que d'une 

diminution de la densité capillaire - une hypothèse qui a été confirmée par notre 

évaluation de biopsies musculaires de patients en ICC.  

 

Ainsi, nous démontrons que l’ICC chez l’homme, condition pathologique souvent liée 

au diabète et à l'inflammation, est associée à un dysfonctionnement majeur des CE.  

 

En recréant un modèle complexe d'ischémie critique des membres chez les souris 

diabétiques, nous avons constaté que l'agoniste de la signalisation Dhh améliorait 

significativement la fonction des CE sans favoriser l'angiogenèse, ce qui 

améliorait par la suite la perfusion musculaire. 

 

La restauration de la fonction des CE conduit donc à une récupération significative 

dans un contexte d’ischémie critique de membre. Dhh semble être une cible 

thérapeutique prometteuse, en aval de Klf2, pour prévenir le dysfonctionnement 

endothélial impliqué dans les pathologies vasculaires ischémiques (Figure 41).  

 

Les résultats sont décrits en détails et discutés dans le manuscrit intitulé 

« Restoring Endothelial Function by Targeting Desert Hedgehog Downstream of Klf2 

Improves Critical Limb Ischemia in Adults » et publié dans Circulation Research  
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Figure 41. Schéma des principaux événements cellulaires impliqués dans le 
maintien de l’intégrité de l’endothélium par la signalisation Hh  
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V. Manuscrits 

1. Sonic Hedgehog endogène limite l'inflammation et l'angiogenèse dans le 

muscle squelettique ischémique de souris 
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Endogenous Sonic Hedgehog limits inflammation
and angiogenesis in the ischaemic skeletal
muscle of mice
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Aims Hedgehog (Hh) signalling has been shown to be re-activated in ischaemic tissues and participate in ischaemia-
induced angiogenesis. Sonic Hedgehog (Shh) is upregulated by more than 80-fold in the ischaemic skeletal muscle,
however its specific role in ischaemia-induced angiogenesis has not yet been fully investigated.
The purpose of the present study was to investigate the role of endogenous Shh in ischaemia-induced angiogenesis.

....................................................................................................................................................................................................
Methods
and results

To this aim, we used inducible Shh knock-out (KO) mice and unexpectedly found that capillary density was signifi-
cantly increased in re-generating muscle of Shh deficient mice 5 days after hind limb ischaemia was induced, demon-
strating that endogenous Shh does not promote angiogenesis but more likely limits it. Myosin and MyoD expression
were equivalent in Shh deficient mice and control mice, indicating that endogenous Shh is not required for
ischaemia-induced myogenesis. Additionally, we observed a significant increase in macrophage infiltration in the
ischaemic muscle of Shh deficient mice. Our data indicate that this was due to an increase in chemokine expression
by myoblasts in the setting of impaired Hh signalling, using tissue specific Smoothened conditional KO mice. The
increased macrophage infiltration in mice deficient for Hh signalling in myocytes was associated with increased
VEGFA expression and a transiently increased angiogenesis, demonstrating that Shh limits inflammation and angio-
genesis indirectly by signalling to myocytes.

....................................................................................................................................................................................................
Conclusion Although ectopic administration of Shh has previously been shown to promote ischaemia-induced angiogenesis, the

present study reveals that endogenous Shh does not promote ischaemia-induced angiogenesis. On the contrary,
the absence of Shh leads to aberrant ischaemic tissue inflammation and a transiently increased angiogenesis.
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Keywords Ischaemia • Angiogenesis • Sonic Hedgehog • Macrophages • Endothelial cells

1. Introduction

Ischaemia, subsequent to artery obstruction in peripheral tissues, heart
and brain, is responsible for half of the deaths in Europe and North
America. Although recent progress in medical treatments has led to
increased survival and quality of life for patients, results remain inconsis-
tent especially in aged and diabetic patients. The concept that new blood
vessels can be grown to enhance tissue perfusion is now achieving wide-
spread acceptance.1 To date several pro-angiogenic factors, including
vascular endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factors
(FGFs), have been tested in human clinical trials as a complement or an
alternative to surgical re-vascularization; however, their effects remain

limited.2 Therefore, a better understanding of the underlying mecha-
nisms involved in ischaemic muscle re-vascularization may help to opti-
mize future clinical interventions.

Embryonic signalling pathways, including the Hedgehog (Hh) pathway,
provide promising new targets for angiogenic therapies.3,4 Indeed, pre-
vious investigations have reported that inhibition of Hh protein activity,
by neutralizing 5E1 anti-body administration, impairs ischaemia-induced
angiogenesis both in the setting of hind limb ischaemia (HLI), and myo-
cardial infarction, in mice.5,6 Conversely, when Sonic Hedgehog (Shh),
one of the Hh ligands, was administered either as a re-combinant protein
or via gene therapy, it promoted neovascularization of ischaemic tissues
by promoting both angiogenesis7 and endothelial progenitor cell
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recruitment.8 Studies conducted to elucidate cellular mechanisms
responsible for these findings have shown that Shh induces over-expres-
sion of several proangiogenic growth factors, including VEGFA and
Angiopoietin-1, by fibroblasts and cardiomyocytes.7,8

However, despite evidence for the in vivo effects of Hh signalling in
adults, the molecular mechanisms by which endogenous Hh signalling
contributes to ischaemia-induced angiogenesis have yet to be fully eluci-
dated. For instance, since the 5E1 anti-body blocks activity of all three
Hh ligands [Shh, Desert Hh (Dhh) and Indian Hh (Ihh)]9 the specific role
of each Hh protein in the regulation of blood vessel homeostasis has not
yet been established. We recently demonstrated that Dhh is necessary
to drive angiogenesis in ischaemic skeletal muscle. Interestingly, investiga-
tion of its mechanism of action revealed that it does not modulate endo-
thelial cell (EC) function directly; on the contrary, it promotes
angiogenesis by maintaining peripheral nerve-derived angiogenic factors
in the ischaemic muscle.10

The purpose of the present study was to investigate the specific role
of endogenous Shh in ischaemia-induced angiogenesis. Among the three
Hh ligands, Shh expression has previously been demonstrated to be the
most up-regulated in the setting of ischaemia7,8,10; with previous reports
indicating that Shh is upregulated up to 80-fold in ischaemic skeletal
muscle, 2 days after HLI is induced.10

2. Methods

2.1 Mice
Shh Floxed (ShhFlox) mice,11 Smo Floxed (SmoFlox) mice,12 Rosa26mTmG

mice,13 HSA-CreERT2 mice,14 and LysM-Cre mice15 were obtained from
Jackson Laboratories. Rosa26-CreERT2 mice16 were obtained from the
‘Institut Clinique de la Souris’ (Strasbourg, France). Pdgfb-CreERT2 mice17

were kindly provided by M. Fruttiger.
Animal experiments were performed to conform to the guidelines

from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the protec-
tion of animals used for scientific purposes, and approved by the local
Animal Care and Use Committee of Bordeaux University (CEEA50).

Rosa26-CreERT2, HSA-CreERT2, and LysM-Cre mice were genotyped
using the following primers 5’-TAAAGATATCTCACGTACTGACGG
TG-3’ and 5’-TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC-3’ that amplify
493 bp of the Cre re-combinase sequence. Pdgfb-CreERT2 mice were
genotyped using the following primers 5’-CCAGCCGCCGTCGC
AACT-3’ and 5’-GCCGCCGGGATCACTCTCG-3’. Shh Floxed mice
were genotyped using the following primers 5’-ATGCTGGCTCGC
CTGGCTGTGGAA-5’ and 5’-GAAGAGATCAAGGCAAGCTCTGG
C-3’, Smo Floxed mice were genotyped using the following primers 5’-
CCACTGCGAGCCTTTGCGCTAC-3’ and 5’-CCCATCACCTCCGC
GTCGCA-3’ which amplifies a 446 bp fragment of the WT allele and 5’-
CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3’ and 5’-AGGTGAGATGACAGGA
GATC-3’ which amplifies 280 bp of the floxed allele. Rosa26mTmG mice
were genotyped using the three following primers 5’-CTCTGCTGCCT
CCTGGCTTCT-3’, 5’-CGAGGCGGATCACAAGCAATA-3’, and 5’-
TCAATGGGCGGGGGTCGTT-3.’

Cre re-combinase, of Rosa26-CreERT2 and Pdgfb-CreERT2 mice, was
activated by intraperitoneal injection of 1 mg tamoxifen for five consecu-
tive days starting 1 week before HLI surgery was performed. (i.e.: from
day –7 to day –3 before surgery). Cre re-combinase of HSA-CreERT2

mice was activated by intraperitoneal injection of 1 mg tamoxifen for 10
consecutive days starting the day HLI surgery was performed (i.e.: from
day 0).

2.2 HLI model and assessments
HLI was induced by ligation and re-section of the left femoral artery, as
previously described.10,18

Briefly, mice were anesthetized with isoflurane, aseptically prepared
and a 5 mm incision was made in the left thigh region. Two ligations were
made around the femoral artery, at the proximal end of the femoral
artery and the distal portion of the saphenous vein. The femoral artery
and all side-branches were then dissected and excised. The connective
tissues were closed with interrupted 6-0 absorbable sutures. To mini-
mize pain caused by the surgery, mice were administered intraperito-
neally with 0.05 mg/kg buprenorphin 30 min before and 8 h after surgery.

Mice were sacrificed by cervical dislocation at the indicated time
points.

For histological assessment and gene expression analysis, tibialis ante-
rior muscle was harvested, and cut in half. The lower half was fixed in
methanol, paraffin-embedded, and cut into 6-mm sections, and the upper
half was snap frozen in liquid nitrogen.

Foot perfusion was measured using a MoorLDI2-IR apparatus after
mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine
(100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), and reported as the ratio of blood
perfusion in the ischaemic vs. non-ischaemic limb.

Micro-CT vasculature imaging was performed as previously
described.19 More precisely, mice euthanized by a lethal injection of pen-
tobarbital, were perfused via the ventral aorta first with a heparinized
isotonic solution and then with a 10% Formalin solution, followed by a
mixture of 88% Neoprene latex (Neoprene Latex Dispersion 671 A,
Dupont, France) and barium sulphate (0.08 g/mL, MicrOpaqueVR oral sol-
ution, Guerbet, France). Next, the mouse was put into acid solution for
the latex to harden, then, after dissection; the organs were fixed over-
night in 10% Formalin at 4!C. For mCT scanner data processing and anal-
ysis, we used the Skyscan1174 Micro-CT scanner from Bruker with
spatial resolution of 6 to 30 lm, with the SkyscanVR and NReconVR pro-
grams. Voltage parameters were 48 kV with a mean current of 805 lA.
Our acquisition protocol consisted of 360 views with 5 averaged images
per position, with a voxel volume of 17 lm3. 3 D images were obtained
using the IMARISVR program.

2.3 Immunostaining and quantifications
ECs were identified with rat anti-CD31 anti-bodies (BD Pharmingen Inc).
Myocytes were identified using rabbit polyclonal anti-Desmin anti-bodies
(Millipore), leucocytes were identified using rat anti-CD45 anti-bodies
(BD Pharmingen Inc), neutrophils were identified using rat anti-Ly6G
(GR1) anti-bodies (BD Pharmingen Inc), and macrophages were identi-
fied using rat anti-CD68 anti-bodies (Biolegend). VEGFA was stained
using rabbit anti-VEGFA anti-bodies (Abcam). GFP was identified using
rabbit anti-GFP anti-bodies (Molecular probe). For immunofluorescence
analyses, primary anti-bodies were resolved with Alexa-Fluor–conjugated
secondary anti-bodies (Invitrogen) and nuclei were counterstained with
DAPI (1/5000). For immunohistochemical analyses, primary anti-bodies
were sequentially stained with biotin-conjugated secondary anti-bodies
(Vector Laboratories) and streptavidin-HRP complex (Amersham), then
the stain was developed with a DAB substrate kit (Vector Laboratories);
tissues were counterstained with haematoxylin.

Capillary, neutrophil and macrophage density was evaluated in sec-
tions stained for the expression of CD31, GR1, and CD68, respectively.
For each muscle section, CD31þ vessels, GR1þ neutrophils, and
CD68þmacrophages were counted in 20 pictures randomly taken
under 40x magnification. One section was quantified per muscle

760 C. Caradu et al.
D

ow
nloaded from

 https://academ
ic.oup.com

/cardiovascres/article-abstract/114/5/759/4819254 by U
niversite de Bordeaux user on 23 June 2020



 182 

 

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

..

.
(per mouse) because we verified muscle repair is relatively uniform along
the length of the tibialis anterior muscle. Myogenesis was assessed after
Desmin staining of muscle sections as the percentage of Desminþ area.
Only mice, in which there was histologic evidence of ischaemia in the
tibialis anterior muscle, as assessed by haematoxylin and eosin (H&E)
staining, were included in the study.

2.4 Plasmids/gene therapy
Gene therapy was performed in 12 week old mice. Immediately after
HLI surgery was performed, mice were randomly assigned to receive
200mg pIRES-EGFP or 200mg pIRES-NShh10 together with 0.05% plur-
onic. The DNA/pluronic mix was injected intramuscularly in the tibialis
anterior muscle as previously described.10 Mice scheduled to be sacri-
ficed at day 5 were injected immediately after surgery while mice sched-
uled to be sacrificed at day 10 were injected both at day 0, immediately
after surgery, and at day 4.

2.5 Flow cytometry
The ischaemic tibialis anterior muscle was subsequently dissociated in
2 mg/mL type 4 collagenase (Wortgingthon) for 1 h at 37"C and filtered
on a 40mm strainer. Macrophages were labelled with PE-conjugated
anti-CD11b (Biolegend) and FITC-conjugated anti-CD11c (Biolegend)
anti-body, before they were counted using a ACCURIVR C6 flow cytome-
ter (BD). Neutrophils were labelled with APC conjugated anti-Ly6G and
Ly6C (BD Pharmingen Inc).

2.6 Quantitative RT-PCR
RNA was isolated using Tri ReagentVR (Molecular Research Centre Inc)
as instructed by the manufacturer, from 3 x 105 cells or from skeletal
muscle that had been snap-frozen in liquid nitrogen and homogenized.
For quantitative RT-PCR analyses, total RNA was reverse transcribed
with M-MLV reverse transcriptase (Promega) and amplification was per-
formed on a DNA Engine OpticonVR 2 (MJ Research Inc) using B-R
SYBERVR Green SuperMix (Quanta Biosciences). Primer sequences are
reported in Supplementary material online, Table S1.

The relative expression of each mRNA was calculated by the compa-
rative threshold cycle method and normalized to HPRT mRNA
expression.

2.7 Cell culture
Both C2C12 cells (ATCC) and RAW 264.7 macrophages (ATCC) were
cultured in DMEM containing 4.5 g/L glucose and supplemented with
10% foetal bovine serum. Before any treatment, cells were serum
starved in 0.5% foetal bovine serum containing culture medium for 24 h.

Primary cultured myoblasts were isolated from SmoFlox/Flox mice or
their WT littermates as previously described.20 Briefly, to isolate myo-
blasts, mouse limb skeletal muscle was dissociated in 2.4 U/mL dispase
(Sigma) and 1.5 mg/mL collagenase 2 (Worthington) containing culture
medium for 20 min at 37"C. Muscle cells were then seeded on 50mg/mL
type I collagen coated dishes (Sigma) and cultured in 20% FBS containing
HAM F10 nutrient mixture. Round shape cells (i.e. myoblasts) were
enriched, and fibroblasts were eliminated by passaging cells with PBS
that contained no trypsin. To preserve a proliferating phenotype, myo-
blasts were maintained in culture medium containing 50% HAM F10
nutrient mixture and 50% DMEM, supplemented with 20% FBS and,
FGF2 (2.5 ng/mL). Both SmoFlox/Flox and WT myoblasts were transduced
with Cre-expressing lentiviruses20 at a MOI of 20.

2.8 Migration assay
Cell migration was evaluated by using a modified Boyden’s chamber
(Neuro Probe, Inc). Briefly, a polycarbonate filter (8-mm pore size) (GE
Infrastructure) was coated with a solution containing 0.1% gelatin
(Sigma-Aldrich) and inserted between the upper and lower wells. Cells,
5# 104 per well, were seeded in the upper chamber, and the lower
chamber contained myoblast-conditioned medium containing 2mg/mL
Ccl2 blocking anti-bodies (R&D systems) or isotype control. Migration
was evaluated as the mean number of migrated cells in three high-power
fields (HPF) (20#magnification) per well.

2.9 Phagocytosis assay
Five x 104 RAW 264.7 macrophages were seeded in each well of a 24
well plate. After cells were serum-starved in 0.5% foetal bovine serum
containing culture medium for 24 h, they were treated with or without
1mg/mL recombinant N-Shh (Shenandoah) or 30 nM GDC-0449
(Sigma) for 24 h. The media was then removed from cells and replaced
by fresh media containing 40 FITC-labelled Zymosan A Bioparticles
(Molecular ProbesTM)/cells. After 1 h incubation at 37"C, cells were
washed with ice-cold PBS and fixed with 10% Formalin. Nuclei were
stained with DAPI. Phagocytosis was quantified as the ratio of FITC posi-
tive surface area over the number of DAPI positive nuclei. Phagocytosis
was evaluated in 3 HPFs (20#magnification) per well.

2.10 Statistics
Results are reported as mean± SEM. Comparisons between groups
were analysed for significance with the non-parametric Mann–Whitney
test or with a one way ANOVA analysis followed by a Bonferroni’s mul-
tiple comparison test when there were three or more groups to
compare. Differences between groups were considered significant when
P < 0.05. *: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001.

3. Results

3.1 Endogenous Shh does not promote
ischaemia-induced angiogenesis
To investigate the role of endogenous Shh in ischaemia-induced angio-
genesis, we created Shh inducible knock out (iKO) adult mice. To this
aim, we bred Shh conditional KO mice (ShhFlox) with mice expressing
the tamoxifen-inducible Cre ubiquitously (Rosa26-CreERT2 mice). We
first assessed Cre re-combinase activity in the skeletal muscle of adult
mice, by breeding Rosa26-CreERT2 mice with Rosa26mTmG mice. Re-
combination of the Rosa26mTmG allele was verified after GFP staining of
skeletal muscle sections (Figure 1A). Additionally, effective Shh knock-
down was verified by measuring Shh mRNA expression in the ischaemic
and non-ischaemic skeletal muscle of Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice.
As shown in Figure 1B, Shh mRNA expression was reduced by approxi-
mately 85% while Dhh and Ihh mRNA expression was not modulated
(Figure 1B–D).

Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox (Shh iKO) and control ShhFlox/Flox mice
then underwent HLI surgery. Re-vascularization of the ischaemic leg was
evaluated, 5 and 10 days after surgery, by measuring capillary density in
the ischaemic tibialis anterior muscle and foot perfusion. Unexpectedly,
we found that capillary density was significantly increased in Shh deficient
mice compared to control mice 5 days after HLI surgery was performed
(Figure 1E–F). However, 10 days after surgery, capillary density was
equivalent in both groups. Similarly, foot perfusion increased in Shh
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Figure 1 Shh deficiency leads to a transient increase in angiogenesis. (A) Rosa26-CreERT2; Rosa26mTmG mice underwent HLI surgery and were sacrificed
10 days later. Cross sections of ischaemic and non-ischaemic tibialis anterior muscle were immuno-stained with anti-GFP anti-bodies (brown staining).
(B–D) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their control littermates (ShhFlox/Flox mice) underwent HLI surgery and were sacrificed 2 days later.
(B) Shh, (C) Dhh, and (D) Ihh mRNAs were quantified by real time RT PCR and normalized to HPRT mRNA both in the ischaemic and non-ischaemic tibialis
anterior muscles (n = 7 mice per group). (E–H) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their control littermates (ShhFlox/Flox mice) underwent HLI
surgery and were sacrificed 5 and 10 days later. (E) Ischaemic tibialis anterior muscle cross sections were immuno-stained with anti-CD31 anti-bodies to
identify blood vessels. Representative images of muscle sections from animals sacrificed 5 days after surgery are shown. (F) Capillary density was quantified
as the number of CD31þ vessels per mm2 (Day 5: n = 7 control, n = 6, Shh KO. Day 10 n = 8 control, n = 7, Shh KO). (G) Foot perfusion was measured via
Laster Doppler Perfusion Imaging (LDPI). Representative perfusion images obtained 5 days after surgery are shown. (H) Blood flow was quantified as the
ratio of blood flow in the ischaemic foot vs. non-ischaemic foot 5 and 10 days after HLI surgery was performed (Day 5: n = 10 control, n = 10, Shh KO. Day
10 n = 8 control, n = 7, Shh KO). NI: not ischaemic; I: ischaemic; *: P < 0.05; **: P < 0.01, ***: P < 0.001, NS: not significant, (B, C, D) One way ANOVA,
(F, H) Mann–Whitney test.
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.deficient mice compared to control mice 5 days after HLI surgery. Foot
perfusion was equivalent in both groups at day 10 post-surgery, consis-
tent with capillary density data (Figure 1G–H).

Altogether these results demonstrate that Shh deficiency leads to a
transiently increased angiogenesis in the ischaemic skeletal muscle how-
ever; this response appears to be inefficient and does not lead to a long-
lasting improved foot perfusion. Because this result was unexpected and
contrary to previous reports, we administered Shh ectopically via gene
therapy (Figure 2A–B), in both Shh deficient mice and their control litter-
mates, to confirm that we were able to reproduce results from the liter-
ature.6,7 As shown Figure 2C and D, Shh gene therapy significantly
increased capillary density in control mice both at day 5 and at day 10,

which is fully consistent with previous studies7,8,21 and confirms that,
when administered ectopically, Shh is pro-angiogenic. Blood flow was
significantly increased at day 5, nevertheless, this effect was no longer
observable at day 10 (Figure 2E–F). Notably, capillary density was
increased by two-fold at day 5 while it was only increased by 1.5-fold at
day 10. However, Shh gene therapy had no effect in Shh deficient mice in
which capillary density was already high. In summary, ectopic administra-
tion of Shh did not rescue the phenotype of Shh deficient mice, suggest-
ing that endogenous and exogenous Shh have different effects.

Therefore, our data demonstrates that in contrast to Dhh,10 endoge-
nous Shh does not promote ischaemia-induced angiogenesis, and more
likely attenuates the angiogenesis process.

Figure 2 Ectopic administration of Shh does not rescue the phenotype of Shh deficient mice. (A, B) 200mg pIRES-NShh was administered in the ischaemic
tibialis anterior muscle of mice. (A) Muscle sections, harvested 6 days later, were stained with anti-Shh anti-bodies. (B) Shh protein expression was measured
by western blot analysis at the indicated time points. (C–F) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their control littermates (ShhFlox/Flox mice)
underwent HLI surgery. Mice were intra-muscularly administered N-Shh-expressing or empty plasmids at day 0 and at day 4 (Day 5: n = 10 control mice
administered with empty plasmids, n = 6 control mice administered with N-Shh expressing plasmids, n = 9 Shh iKO mice administered with empty plasmids,
n = 5 Shh iKO mice administered with N-Shh expressing plasmids, Day 10: n = 5 control mice administered with empty plasmids, n = 7 control mice adminis-
tered with N-Shh expressing plasmids, n = 6 Shh iKO mice administered with empty plasmids, n = 9 Shh iKO mice administered with N-Shh expressing plas-
mids). (C–D) Ischaemic tibialis anterior muscle cross sections were immuno-stained with anti-CD31 anti-bodies to identify blood vessels. Capillary density
was quantified as the number of CD31þ vessels par mm2 (C) 5 and (D) 10 days after HLI was induced. (E–F) Blood flow was quantified as the ratio of blood
flow in the ischaemic foot vs. not ischaemic foot (E) 5 and (F) 10 days after HLI surgery was performed. *: P < 0.05; NS: not significant, One way ANOVA.
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3.2 Endogenous Shh is necessary for new
capillary muscularization but not
arteriogenesis
Shh has been shown to be involved in blood vessel muscularization,22 as
such, we measured smooth muscle cell coverage of newly formed capil-
laries within the ischaemic muscle of Shh deficient mice and control
mice. We found that the percentage of smooth muscle myosin heavy
chain (smMHC) positive capillaries was significantly decreased in the
absence of Shh, both 5 and 10 days after HLI was induced (Figure 3A–B),
demonstrating that in the absence of Shh, angiogenesis is transiently
increased but the newly formed capillaries remain immature.

This latter result is consistent with previous literature reports,7,21,22

and further confirms the essential role of Shh in blood vessel maturation.
In addition, we evaluated the role of Shh in arteriogenesis using micro

CT imaging. To do so, Shh iKO mice and their control littermates under-
went HLI surgery. Five days later, mice were sacrificed and perfused with
a barium/Latex mixture through the aorta. As shown in Figure 3C–E,

collateral formation (i.e. collateral number and collateral diameter) were
equivalent in Shh deficient and control mice, showing that endogenous
Shh does not participate in collateral formation in the setting of
ischaemia.

3.3 Endogenous Shh is not necessary for
ischaemia-induced myogenesis
As Hh signalling is also known to participate in adult myogenesis,23 we
evaluated myogenesis in Shh deficient mice and their control littermates.
Ten days after HLI surgery, the surface area of ischaemic muscle recolon-
ized by new muscle fibers (desminþwith central nuclei) was the same in
Shh iKO mice and in control mice (see Supplementary material online,
Figure S1A–B). Moreover, the expression profile of MyoD, an early
marker of myogenesis (see Supplementary material online, Figure S1C),
and Myh1, a late marker of myogenesis, (see Supplementary material
online, Figure S1D) were not different in the absence of Shh, demonstrat-
ing that Shh is not necessary for ischaemia-induced myogenesis.

Figure 3 Capillary muscularization is impaired in Shh deficient mice. (A, B) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their control littermates
(ShhFlox/Flox mice) underwent HLI surgery and were sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischaemic muscle cross sections were co-immunostained with anti-
smMHC anti-bodies (in red) to identify smooth muscle cells and anti-CD31 anti-bodies (in green) to identify ECs. Representative images of muscle sections
from animals sacrificed 5 days after surgery are shown. (B) Blood vessel muscularization was quantified as the ratio of SmMHCþ vessels over
CD31þ vessels (Day 5: n = 7 control, n = 11, Shh KO. Day 10 n = 5 control, n = 6, Shh KO). (C, D) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their
control littermates (ShhFlox/Flox mice) underwent HLI surgery and were sacrificed 5 days later. (C) The arterial network of mice was perfused post-mortem
with a barium/latex mixture. (D) The number of collaterals was quantified (n = 6 control, n = 4, Shh iKO). (E) The diameter of collaterals was measured
(n = 18 control and 19 Shh iKO). *: P<0.05, NS: not significant, Mann–Whitney test.
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Figure 4 Shh limits macrophage recruitment in the ischaemic muscle.
Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO); and their control litter-
mates (ShhFlox/Flox mice) underwent HLI surgery. (A–C) Mice were sac-
rificed 2 days later. (A) Ischaemic tibialis anterior muscle cross sections
were immuno-stained with anti-Ly6G (GR1) anti-bodies to identify
neutrophils. (B) Neutrophil density was quantified as the number of
GR1þ cells par mm2 (n = 6 control, n = 8 Shh iKO). (C) Neutrophils
infiltrated in the ischaemic muscle were counted by FACS analysis using
anti-Ly6G, Ly6C anti-bodies (n = 9 control, n = 4 Shh iKO). (D–F) Mice
were sacrificed 5 and 10 days later. (D) Ischaemic tibialis anterior
muscle cross sections were immuno-stained with anti-CD68 anti-
bodies to identify macrophages. Representative images of muscle sec-
tions from animals sacrificed 5 days after surgery are shown. (E)
Macrophage density was quantified as the number of CD68þ cells par
mm2 (Day 5: n = 8 control, n = 6, Shh KO. Day 10 n = 8 mice in each
group). (F) Macrophages infiltrated in the ischaemic muscle were
counted by FACS analysis using anti-CD11c and anti-CD11b anti-
bodies (n = 7 control, n = 10, Shh iKO). **: P < 0.01, ***: P < 0.001; NS:
not significant, Mann–Whitney test.

Figure 5 Hyper inflammation is consequence of impaired Shh signal-
ling to myocytes. (A, C) HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox mice; and their con-
trol littermates (SmoFlox/Flox mice) underwent HLI surgery and were
sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischaemic tibialis anterior muscle
cross sections were immuno-stained with anti-CD68 anti-bodies to
identify macrophages. Representative images of muscle sections from
animals sacrificed 5 days after surgery are shown. (B) Macrophage den-
sity was quantified as the number of CD68þ cells per mm2 (Day 5:
n = 10 control, n = 12 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox. Day 10: n = 7 control,
n = 13 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox). (C) Macrophages infiltrated in the
ischaemic muscle were double stained with anti-CD11c and anti-
CD11b anti-bodies and counted by FACS analysis (n = 9 control,
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3.4 Shh limits macrophage recruitment in
the ischaemic muscle
As Shh is strongly over expressed 2 days after HLI surgery, and its
expression is back to baseline at day 5,10 we tested the role of Shh in
early events, such as inflammation, following ischaemic injury.

To evaluate the impact of Shh KO on ischaemic muscle inflammation,
both Shh iKO mice and their control littermates underwent HLI surgery,
and neutrophil infiltration was evaluated 2 days later. As shown in Figure
4A and B, GR1þ neutrophil infiltration was not different in the presence
or absence of Shh. This result was confirmed by FACS analysis of Ly6G,
Ly6C positive cells (Figure 4C). In contrast, when we assessed macro-
phage infiltration, which typically peaks 5 days after ischaemia is induced,
we found that CD68þmacrophage density in the ischaemic muscle was
significantly increased in Shh deficient mice (Figure 4D–E), demonstrating
that Shh limits macrophage recruitment. Similarly, the number of
CD11b, CD11c double positive cells within the ischaemic muscle was
significantly increased in Shh-deficient mice (Figure 4F).

Taken together these data demonstrate that Shh exhibits an anti-
inflammatory action in ischaemic tissue by limiting macrophage
recruitment.

3.5 Shh does not limit macrophage
recruitment by targeting macrophages
directly
To better understand how Shh limits macrophage infiltration in the
ischaemic muscle, we investigated the Shh-target cell type responsible
for this effect. To do so, we used Smoothened conditional KO mice
(SmoFlox). Because Smoothened (Smo) is an essential positive regulator
of Hh signalling, SmoFlox mice are classically used to disrupt Hh signalling
in specific cell types.12

Smo KO was induced in inflammatory cells (macrophages and neutro-
phils) by breeding SmoFlox mice with LysM-Cre mice. We first verified
that Cre re-combinase was expressed and active in neutrophils and mac-
rophages infiltrating into the ischaemic skeletal muscle of adult mice, by
breeding LysM-Cre mice with Rosa26mTmG mice (see Supplementary
material online, Figure S2).

LysM-Cre; SmoFlox/Flox and their control littermates underwent HLI
surgery. Macrophage density was evaluated by immunohistochemistry
and flow cytometry. Both the number of CD68þ cells counted on
muscle cross sections (see Supplementary material online, Figure S3A–B)
and the number of CD11b, CD11c double positive cells counted by flow

cytometry (see Supplementary material online, Figure S3C) were equiva-
lent in LysM-Cre, SmoFlox/Flox mice and their control littermates, demon-
strating that Shh does not limit macrophage recruitment by signalling to
macrophages directly.

To further confirm this result, we performed in vitro assays using cul-
tured macrophages. We first found that Shh recombinant protein had
no effect on Gli1 or Gli2 mRNA expression (see Supplementary material
online, Figure S4A–B). Nevertheless, macrophages were sensitive to
some autocrine-induced Hh signalling through Gli2 (see Supplementary
material online, Figure S4B), since inhibition of Smo with GCD-0449 sig-
nificantly decreased Gli2 mRNA expression. Consistent with in vivo data,
neither Shh treatment nor Smo inhibition modulated chemokine expres-
sion, including Ccl2 or Ccl5 (see Supplementary material online, Figure
S4C–D), or macrophage migration (see Supplementary material online,
Figure S4E). In addition, Hh signalling had no effect on macrophage phag-
ocytic activity (see Supplementary material online, Figure S4F). Finally, we
tested whether Shh or GDC-0449 would modulate VEGFA expression,
and found they did not (see Supplementary material online, Figure S4G).
Accordingly, capillary density was not increased in LysM-Cre; SmoFlox/

Flox mice in comparison to their control littermates (see Supplementary
material online, Figure S5A–B). Nevertheless, we observed a significant
decrease in capillary density at day 5 in LysM-Cre; SmoFlox/Flox mice
which were associated with improved muscle perfusion 10 days after
HLI surgery was performed (see Supplementary material online, Figure
S5C–D). This phenotype is more likely independent of Shh, since it is not
re-capitulated in Shh deficient mice.

3.6 Shh does not limit macrophage
recruitment by modulating EC phenotype
We next tested whether Shh limits macrophage density in ischaemic
muscle by modulating the EC phenotype. EC are active players of macro-
phage recruitment through the expression of adhesion molecules for
inflammatory cells. Smo deletion in ECs was achieved using Pdgfb-
CreERT2 mice, as previously described.10 Macrophage infiltration was
evaluated in the ischaemic muscle in Pdgfb-CreERT2; SmoFlox/Flox and con-
trol mice 5 days after HLI surgery, and Smo depletion in ECs did not lead
to significant changes in macrophage density within the ischaemic muscle
(see Supplementary material online, Figure S6A–B). Consistent with this,
flow cytometry data showed that the number of CD11b, CD11c double
positive cells was equivalent in both genotypes (see Supplementary
material online, Figure S4C). This result demonstrates that Shh does not
limit macrophage recruitment by modulating the EC phenotype.

Notably, we previously reported that neither capillary density nor
blood flow recovery were modified in Pdgfb-creERT2; SmoFlox/Flox mice.10

3.7 Hh signalling limits chemokine
expression in myocytes
Finally, we specifically disrupted Smo expression in myocytes, by breed-
ing SmoFlox mice with HSA-CreERT2 mice. We previously verified that
Cre re-combinase was active in newly generated skeletal myocytes in
ischaemic skeletal muscle.20 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox mice and their
control littermates underwent HLI surgery. CD68 staining of ischaemic
muscle sections demonstrated that macrophage density was significantly
increased in mice in which Smo expression had been specifically dis-
rupted in myocytes (Figure 5A–B). This result was confirmed by flow
cytometry analysis of CD11b, CD11c double positive cells (Figure 5C).

Together these results demonstrate that Shh does not limit macro-
phage recruitment in skeletal muscle by modulating inflammatory

Figure 5 Continued
n = 16, HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox). (D, E) C2C12 cells were treated
with or without 30 nmol/L GDC-0449 for 24 h. (D) Ccl2 and (E)
Ccl5 mRNA expression level was quantified by real time RT-PCR
and normalized to HPRT mRNA (n = 6–9 per condition) (F–H)
Myoblasts were isolated from Smoþ/þ (control) and SmoFlox/Flox

mice, and transduced with Cre expressing lentiviruses. (F) Smo, (G)
Ccl2, and (H) Ccl5 mRNA expression level was quantified by real
time RT-PCR and normalized to HPRT mRNA (n = 8 per condi-
tion). (I) RAW 264.7 cells were seeded in the upper chamber of a
Boyden chamber. The lower chamber contained myoblast-condi-
tioned medium containing anti-Ccl2 anti-bodies of isotype control
(n = 9 per condition). *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, (B–H)
Mann–Whitney test, (I) One way ANOVA.
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.cells directly or the EC phenotype, but through its action on
myocytes.

To further understand how Shh limits macrophage recruitment, we
performed in vitro experiments using the C2C12 myoblast cell line. We

found that inhibition of Hh signalling, with the Smo inhibitor GDC-0449,
significantly increased expression of several cytokines that are chemotac-
tic for macrophages, including Ccl2 and Ccl5 (Figure 5D–E). We con-
firmed these results in primary cultured myoblasts isolated from

Figure 6 Impaired Shh signalling to myocytes is sufficient to increase angiogenesis transiently. HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox mice; and their control litter-
mates (SmoFlox/Flox mice) underwent HLI surgery and were sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischaemic tibialis anterior muscle cross sections were immuno-
stained with anti-CD31 anti-bodies to identify blood vessels. Representative images of muscle sections from animals sacrificed 5 days after surgery are
shown. (B) Capillary density was quantified as the number of CD31þ vessels per mm2 (Day 5: n = 8 control, n = 13 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox, day 10: n = 6
control, and n = 11 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox). (C) Blood flow in the mice foot was evaluated by LDPI. Representative perfusion images obtained 10 days
after surgery are shown. (D) Blood flow was quantified as the ratio of blood flow in the ischaemic foot vs. non-ischaemic foot (Day 5: n = 6 control, n = 14
HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox, day 10: n = 8 control, and n = 11 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox). (E) Ischaemic tibialis anterior muscle cross sections were co-stained
with anti-VEGFA anti-bodies (in green) and anti-CD68 anti-bodies (in red). Representative images of muscle sections from animals sacrificed 5 days after
surgery are shown. (F) VEGFA mRNA expression was quantified by real-time RT-PCR and normalized to HPRT mRNA in the ischaemic tibialis anterior
muscle of HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox mice; and their control mice sacrificed 5 days after surgery (n = 7 control, n = 12 HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox).
*: P < 0.05, **: P < 0.01, NS: not significant. Mann–Whitney test.
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SmoFlox/Flox mice or Smoþ/þ control mice and subsequently transduced
with Cre encoding lentivirus (Figure 5F–H).

To test whether Ccl2 produced by myoblasts can promote macro-
phage migration, we used conditioned medium from control and Smo
KO myoblasts in which Ccl2 had or had not been blocked with anti-Ccl2
anti-bodies. We found that macrophage migration was significantly
increased by Smo KO myoblast conditioned medium compared to con-
trol myoblast conditioned medium, and that Ccl2 blockage inhibited
Smo KO myoblast-conditioned medium induced macrophage migration
(Figure 5I).

These results demonstrate for the first time that endogenous Shh lim-
its macrophage recruitment in ischaemic tissue by down-regulating che-
mokine expression in muscle cells.

3.8 ‘Hyperinflammation’ induces a
transient increase in angiogenesis in Hh
deficient mice
Because macrophages are known to produce proangiogenic molecules
including VEGFA, we evaluated angiogenesis in HSA-CreERT2; SmoFlox/

Flox mice. Consistent with results obtained in Shh deficient mice, we
observed a significant increase in capillary density in ischaemic skeletal
muscle of HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox mice compared to their control lit-
termates 5 days after HLI (Figure 6A–B), which resulted in a significant
increase in foot perfusion 10 days after HLI (Figure 6C–D). The increased
capillary density was associated with significantly increased VEGFA levels
(Figure 6E–F) within the ischaemic muscle.

4. Discussion

To our knowledge, the present study is the first to use specific tools (i.e.
Shh deficient mice) to investigate the role of endogenous Shh in angio-
genesis in adult mice. This study demonstrates that endogenous Shh
does not promote ischaemia-induced angiogenesis, on the contrary it
reveals that angiogenesis is transiently increased in the absence of Shh

(Figure 7). This result was unexpected based on previous literature which
demonstrated that administration of exogenous Shh promoted ischae-
mia-induced angiogenesis both in ischaemic skeletal muscle and infarcted
heart muscle.7,8

Studies conducted to date have investigated the role of endogenous
Hh signalling in ischaemic tissue repair, using non-specific tools such as
the monoclonal anti-body 5E1 which blocks activity of the three different
Hh ligands (Shh, Ihh, and Dhh)6 or the Smo inhibitor Cyclopamine.24

Moreover, the results of these studies were inconsistent; since Pola et al.
reported that Hh signalling blockage with 5E1 anti-bodies inhibited
ischaemia-induced angiogenesis, while Bijlsma et al. reported that Hh sig-
nalling blockage with cyclopamine did not affect angiogenesis.

Notably, our results are consistent with embryonic studies. Indeed,
while ectopic Shh over-expression in the roof plate of the spinal cord
was shown to induce hypervascularization of neurectoderm,25 Chiang
et al. did not observe any obvious vascular defects in Shh deficient
embryos.26 Consistent with this, Van Tuil et al. reported that the pulmo-
nary vascular bed of Shh KO embryos was decreased, but appropriate to
the decrease in airway branching.27 In contrast, other Hh family mem-
bers including Ihh, were shown to be necessary for the formation of the
anterior aorta28 and angiogenesis, especially in the yolk sac.29

Additionally, this study reveals that Shh exerts an anti-inflammatory
action in ischaemic tissue. The role of Shh as a regulator of inflammation
was first suggested through its role in the regulation of thymocyte differ-
entiation.30,31 Nevertheless, the role of Hh signalling in the regulation of
inflammation is still poorly understood, while in vitro studies suggest that
Shh promotes the expression of several chemokines including Ccl2,
Ccl20, Cxcl1, Cxcl2, and Cxcl1632,33; studies performed in mice with
impaired Hh signalling, have demonstrated that the loss of Hh signalling
may lead to chronic tissue inflammation in the brain or intestine,34–36 or
limit inflammation in Helicobacter Pylori infected stomach.37 Additionally,
several pieces of evidence suggest that Hh signalling promotes Th2 dif-
ferentiation of lymphocytes through the regulation of Il4,38 or M2 differ-
entiation of macrophages through regulation of Il10.39 Our results are
consistent with an anti-inflammatory role of Shh. We found for the first
time that impaired Hh signalling in myoblasts promotes the expression
of several Ccl chemokines. Our data confirms the role of Hh signalling as
an essential regulator of tissue inflammation, and further demonstrates
that Shh does not limit macrophage recruitment by signalling to macro-
phages directly or to ECs; but rather through the modulation of chemo-
kine expression by myocytes (Figure 7).

In addition to providing evidence for the role of Shh in tissue homeo-
stasis and regeneration in adults, this study further elucidates the process
of regulation in ischaemia-induced angiogenesis. Specifically, our data
demonstrate that while increased macrophage recruitment in ischaemic
muscle accelerates angiogenesis; this increased angiogenesis is transient
and does not lead to a long-term increase in tissue perfusion. Consistent
with these results, a recent study demonstrated that administration of
CD14þmacrophages in mice increases the number of perfused blood
vessels both in an in vivo Matrigel plug assay and in the HLI model in mice;
however, the blood vessels formed in the CD14þmacrophage-treated
mice remained large, leaky and unable to recruit pericytes. As a conse-
quence, CD14þmacrophages induced pathologic rather than physio-
logic and persistent angiogenesis, which did not result in any
improvement of limb perfusion 2 weeks after HLI was induced.40

Although the study by Choi YE et al. used cultured human peripheral
blood derived macrophages in immuno-deficient mice; our study con-
firms these results under ‘fully physiological’ conditions. Notably the vas-
cular phenotype, we observed in the ischaemic muscle of Shh deficient

Figure 7 Schema representing the main events leading to a transient
increase in angiogenesis in the absence of Shh. Myocytes are repre-
sented as big plurinucleated red rectangle cells. Macrophages are repre-
sented as round orange cells and ECs as pink cells.
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.
mice which is associated with an increased macrophage-derived VEGFA,
resembles that of tumour vasculature with a high density of poorly mus-
cularized blood vessels that are inefficient at promoting tissue
perfusion.41 Accordingly, remodelling of the newly formed capillary net-
work within the lower limb muscle has been recently suggested to be
essential for efficient limb perfusion. Indeed, while capillary density within
the ischaemic lower limb muscle (tibialis anterior and extensor digitorum
longus muscle) is at least as high as that of a healthy muscle 10–14 days
after HLI surgery,10,42 limb perfusion remains low: the ratio of blood
flow within the ischaemic muscle vs. healthy muscle remains only 0.5).
One of the proposed explanations for that is that the newly generated
capillary network is poorly muscularized.42

Although phenotyping LysM-Cre; SmoFlox/Flox mice, we found that Hh
signalling is active in macrophages. Macrophages are sensitive to auto-
crine production of Ihh or Dhh, but not Shh. Nevertheless, Hh ligands
do not modulate phagocytosis or macrophage migration. Notably,
monocyte/macrophages were previously shown to produce Ihh and
Dhh,43 and macrophage derived-Ihh was shown to promote M2 differen-
tiation of macrophages.43 Moreover, we have shown that impaired Hh
signalling in macrophages slows down angiogenesis and promotes capil-
lary muscularization (data not shown). As discussed in the above para-
graph, capillary muscularization which is a feature of newly formed
capillary maturation is essential for their functionality and thus may be
responsible for the significantly enhanced muscle perfusion observed in
LysM-Cre; SmoFlox/Flox mice. However, the role of Hh signalling in mac-
rophages in the setting of ischaemia-induced angiogenesis needs to be
further investigated. Of note, Shh is not likely the Hh ligand controlling
macrophages behaviour. Indeed, while impaired Hh signalling in macro-
phages promote capillary muscularization, Shh deficiency decreases
capillary muscularization. Notably, we have previously reported that Shh
of which expression is induced by PDGF-BB in SMCs, promotes capillary
muscularization.22 This previous report also explains why the percentage
of smMHC positive vessel is significantly decreased in Shh iKO mice
while it is not different from control mice, in HSA-CreERT2; SmoFlox/Flox

mice.
Finally, the present study reveals that endogenous Shh and ectopically

administered N terminal-Shh act differently in the setting of ischaemic
skeletal muscle repair. One explanation for this might be that the bioavail-
ability (i.e. expression profile and solubility) of the two sources of Shh are
different, however, further investigations are necessary to fully under-
stand why exogenous N-terminal-Shh is pro-angiogenic while endoge-
nous Shh is not. What is known so far is that when administered
ectopically, Shh promotes VEGFA expression in fibroblasts and subse-
quently angiogenesis, what we found in the present study is that impaired
Shh signalling in myocytes promotes the recruitment of VEGFA-
expressing macrophages leading to an overall increased VEGFA expres-
sion within the ischaemic muscle. It should be noted that this is not the
first study to report contradictory effects of Hh signalling on blood vessel
biology, in the brain endogenous Hh signalling has been reported to pro-
mote blood brain barrier integrity,34 while a recent study showed that
brain tumour-derived Dhh contributed to enhanced vascular
permeability.44

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Données supplémentaires 

 
Supplemental Table 1: PCR primer list 
 

mouse Shh F 5’-GTCGAGCAGTGGACATCACC-3’ 
R 5’-GAAACAGCCGCCGGATTTGG-3’ 

mouse MyoD F 5’-GGCTACGACACCGCCTACTA-3’ 
R 5’-CTGGGTTCCCTGTTCTGTGT-3’ 

mouse Myh1 F 5’-TGAGGAAGCGGAGGAACAAT-3’ 
R 5’-GTCACTTTCCTGCACTTGGAT-3’ 

mouse Ccl2 
 

F 5’-ATCCCAATGAGTAGGCTGGAGAGC-3’ 
R 5’- GAAGTGCTTGAGGTGGTTGTGG-3’ 

mouse Ccl5 F 5’-CCTTCGAGTGACAAACACGA-3’ 
R 5’-CCCTCACCATCATCCTCACT-3’ 

mouse VEGFA F 5’-CTCCAGGGCTTCATCGTTA-3’ 
R 5’-CAGAAGGAGAGCAGAAGTCC-3’ 

mouse Gli1 F 5’-GAAGGAATTCGTGTGCCATT-3’ 
R 5’-GCAACCTTCTTGCTCACACA-3’ 

mouse Gli2 F 5’-CTTGGAGGACAGCAGCTTCC-3’ 
R 5’-CTGTGGACAGAGTGAGGGTC-3’ 

mouse HPRT F 5’-TCAAATCCCTGAAGTACTCAT-3’ 
R 5’-AGGACCTCTCGAAGTGT-3’ 
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Supplemental Figure 1: Shh does not participate in ischemia-induced myogenesis. Rosa26-
CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO) and their control littermates (ShhFlox/Flox mice) underwent 
HLI surgery. Mice were sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischemic tibialis anterior muscle 
cross sections were immuno-stained with anti-Desmin antibodies to identify myocytes. (B) 
Myogenesis was quantified as the percentage of Desmin + surface area (n=8 mice in each 
group). (C-D) Rosa26-CreERT2; ShhFlox/Flox mice (Shh iKO) and their control littermates 
(ShhFlox/Flox mice) underwent HLI surgery. (C) MyoD mRNA and (D) Myh1 mRNA 
expression were evaluated by real time RT-PCR, 5 days (for MyoD) and 10 days (for Myh1) 
after HLI surgery was performed in both the ischemic and non-ischemic tibialis anterior 
muscle (Day 5: n=5 in each group.  Day 10 n=7 mice in each group). NI: not ischemic, I: 
ischemic; NS: not significant, (A) Mann-Whitney test, (C-D) One way ANOVA.  
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Supplemental Figure 2: LysM-Cre; Rosa26mTmG mice underwent HLI surgery. Mice were 
sacrificed 2 or 5 days later. Ischemic tibialis anterior muscle cross sections were (A) immuno-
stained with anti-GFP antibodies alone (brown staining) or (B) co-stained with anti-GFP (in 
green) and anti-GR1 or CD68 antibodies (in red).  
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Supplemental Figure 3: Macrophages accumulation is not due to impaired Hh signalling 
in macrophages. LysM-CreERT2; SmoFlox/Flox mice and their control littermates underwent 
HLI surgery. Mice were sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischemic tibialis anterior muscle 
cross sections were immuno-stained with anti-CD68 antibodies to identify macrophages. 
Representative images of muscle sections from mice sacrificed 5 days after surgery are 
shown. (B) Macrophage density was quantified as the number of CD68 + cells per mm² (Days 
5: n=10 in each group. Day 10: n=7 in each group). (C) Macrophages infiltrated in the 
ischemic muscle were counted by FACS analysis using anti-CD11c and anti-CD11b 
antibodies (n=7 control, n=6, LysM-Cre; SmoFlox/Flox). NS: not significant, Mann-Whitney 
test.  
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Supplemental Figure 4: (A-D) RAW 264.7 macrophages were either treated with 1 µg/mL 
Shh or 30 nM GDC-0449 for 24 hours. (A) Gli1, (B) Gli2, (C) Ccl2 and (D) Ccl5 mRNA 
expression were evaluated by RT-qPCR and normalized to HPRT mRNA expression (n=9 per 
condition). (E) RAW 264.7 cells were seeded in the upper chamber of a Boyden chamber. 
The lower chamber contained either 1 µg/mL Shh or 30 nM GDC-0449. Migration was 
assessed 6 hours later (n=9 per condition). (F-G) RAW 264.7 macrophages were either 
treated with 1 µg/mL Shh or 30 nM GDC-0449 for 24 hours. (F) Cells were incubated with 
FITC labelled Zymozan A particules for 1 hour at 37°C. Phagocytosis was quantified as the 
ratio of FITC positive surface area over the number of DAPI positive nuclei (n=9 per 
condition). (G) VEGFA mRNA expression were evaluated by RT-qPCR and normalized to 
HPRT mRNA expression (n=9 per condition). *: p˂0.05, NS: not significant, One way 
ANOVA. 
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Supplemental Figure 5: (A) LysM-Cre; SmoFlox/Flox mice and their control littermates 
(SmoFlox/Flox mice) underwent HLI surgery. Mice were sacrificed 5 and 10 days later. (A) 
Ischemic tibialis anterior muscle cross sections were immuno-stained with anti-CD31 
antibodies to identify blood vessels. Representative images of muscle sections from animals 
sacrificed 5 days after surgery are shown. (B) Capillary density was quantified as the number 
of CD31+ vessels par mm² (Day 5: n=9 control, n=10 LysM-Cre; SmoFlox/Flox. Day 10: n=7 in 
each group). (C) Foot perfusion was measured via LDPI. Representative perfusion images 
obtained 10 days after surgery are shown.  (D) Blood flow was quantified as the ratio of blood 
flow in the ischemic foot versus not ischemic foot 5 and 10 days after HLI surgery was 
performed (Day 5: n=6 in each group. Day 10: n=6 control, n=7 LysM-Cre; SmoFlox/Flox). *: 
p˂0.05, NS: not significant, Mann-Whitney test.  
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Supplemental Figure 6: Macrophage accumulation is not due to impaired Hh signalling 
in ECs Pdgfb-CreERT2; SmoFlox/Flox mice and their control littermates underwent HLI surgery. 
Mice were sacrificed 5 and 10 days later. (A) Ischemic tibialis anterior muscle cross sections 
were immuno-stained with anti-CD68 antibodies to identify macrophages.  Representative 
images of muscle sections from animals sacrificed 5 days after surgery are shown.  (B) 
Macrophage density was quantified as the number of CD68 + cells per mm² (For day 5: n=10 
control, n=9 Pdgfb-CreERT2; SmoFlox/Flox. For day 10: n=7 control, n=6 Pdgfb-CreERT2; 
SmoFlox/Flox.). (C) Macrophages infiltrated in the ischemic muscle were double stained with 
anti-CD11c (n=7 control, n=10 Pdgfb-CreERT2; SmoFlox/Flox). NS: not significant, Mann-
Whitney test. 
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Endothelium integrity is essential to vascular homeosta-
sis because a failure of this system represents a critical 

factor in cardiovascular and cerebrovascular disease patho-
genesis. Indeed, the endothelium is involved in many physio-
logical processes such as vascular permeability, vascular tone, 
blood coagulation, and regulation, as well as homing of im-
mune cells to specific sites of the body. Conversely, endothe-
lial dysfunction is associated with excessive vasoconstriction, 
especially because of impaired endothelial nitric oxide (NO) 
production. Also, endothelial dysfunction is characterized by 
abnormal vascular leakage because of altered endothelial in-
tercellular junctions. Finally, dysfunctional endothelial cells 
(ECs) acquire proinflammatory and prothrombotic phenotypes 
by expressing increased levels of adhesion and prothrombotic 
molecules such as VCAM-1 (vascular cell adhesion mole-
cule–1) and ICAM-1 (intercellular adhesion molecule–1).

In This Issue, see p 1009 
Meet the First Author, see p 1010

Endothelial dysfunction is known to be associated with car-
diovascular risk factors, including age, diabetes mellitus, obesity, 
and hypertension. More specifically, it is induced by disturbed 
blood flow, proinflammatory cytokines, or high glucose levels. 

However, molecular events triggering endothelial dysfunction re-
main poorly characterized. As such, the transcription factor Klf 
(kruppel-like factor) 2 is proposed as a critical regulator of endo-
thelial identity and function in adults. Indeed, Klf2, known to be 
downregulated by disturbed blood flow, high glucose, or inflam-
matory cytokines, has been shown to be necessary for endothelial 
barrier function,1 endothelial NO synthase expression, and endo-
thelial quiescence, by inhibiting EC activation2 and angiogenesis.3

Interestingly, a paper from Ni et al4 published in 2010 
identifies Dhh (desert hedgehog) and Klf2 as mechanosen-
sitive genes modulated in mouse carotid artery endothelium 
when exposed to disturbed flow.

Dhh, together with Shh (sonic hedgehog) and Ihh (Indian 
hedgehog), belongs to the Hh (hedgehog) family of morphogens 
identified nearly 4 decades ago in drosophila as crucial regulators 
of cell fate determination during embryogenesis.5 The interac-
tion of Hh proteins with their specific receptor Ptch1 (patched-1) 
derepresses the transmembrane protein Smo (smoothened), 
which activates downstream pathways, including the Hh ca-
nonical pathway leading to the activation of Gli (gli family zinc 
finger) transcription factors and so-called Hh noncanonical path-
ways, which are independent of Smo and Gli.6 Activation of the 
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Hh canonical pathway promotes cell survival and proliferation 
through the regulation of Bcl2 (B-cell leukemia/lymphoma 2), 
Mycn (v-myc avian myelocytomatosis viral related oncogene, 
neuroblastoma derived), and CyclinD1, while the noncanonical 
signaling has been involved in cell migration.

Within the past decades, accumulating evidences suggest 
that the Hh signaling is essential for microvessel integrity, espe-
cially at the blood-brain barrier7–10; moreover, we recently dem-
onstrated that knocking down Smo specifically in ECs leads to 
blood-nerve barrier breakdown in adult mice.11 This highlights 
the endothelial Hh-driven regulation of neurovascular barriers. 

Additionally, we and others reported that Dhh downregulation 
is associated to cardiovascular risk factors, such as age, dia-
betes mellitus, and obesity both in rodents11–13 and in human.14

Therefore, we hypothesized that endothelial-derived Dhh, 
through an autocrine signalization downstream of Klf2, is 
critical to maintain vascular integrity in adults. To verify our 
hypothesis, we first performed experiments identifying EC-
derived Dhh as a crucial actor in maintaining EC intercellular 
junction integrity and immune quiescence. In addition, we ex-
plored the therapeutic potential of the Dhh-Klf2 axis in ECs; 
to do so, we pharmacologically restored Dhh activity at the 
endothelium to regain EC function to significantly improve 
critical limb ischemia (CLI).

Methods
The authors declare that all supporting data are available within 
the article.

Human Tissue Samples
Human muscle tissues were retrieved from a library of tissues collected 
for a hospital clinical research program entitled Critical Ischemia of 
Inferior Limbs: Metabolic, Morphological and Immunohistochemical 
Characterization of the Involved Tissues and Hedgehog Signaling and 
Human Ischemic Disease. The institutional review board of each cen-
ter approved the study methodology and design, and all patients pro-
vided their consent to participate in the study, after receiving written 
information (see Online Data Supplement for more details).

Mice
C57BL/6J mice were obtained from Charles River Laboratories 
and bred in our animal facility. Dhh-floxed mice (Online Figure 
IA) were generated at the Institut Clinique de la Souris through the 
International Mouse Phenotyping Consortium from a vector gener-
ated by the European conditional mice mutagenesis program. Smo-
floxed (SmoFlox) mice15 and Rosa26mTmG mice16 were obtained from 
Jackson Laboratories. Pdgfb-CreERT2 mice17 and Cdh5-CreERT2 mice18 
were a gift from  M. Fruttiger and R.H. Adams, respectively.

Animal experiments were performed in accordance with the 
guidelines from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on 
the protection of animals used for scientific purposes and approved by 
the local Animal Care and Use Committee of Bordeaux University.

Streptozotocin Treatment
Diabetes mellitus was induced in 6-week-old male C57BL/6 mice 
using the low-dose streptozotocin induction protocol as described in 
the Online Data Supplement.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2
Ccl2 chemokine ligand 2
Cdh5 cadherin-5
CLI critical limb ischemia
Dhh desert hedgehog
ECs endothelial cells
Gli gli family zinc finger
Hh hedgehog
ICAM-1 intercellular adhesion molecule–1
Ihh Indian hedgehog
IL-6 interleukin-6
Klf kruppel-like factor
Mrc1 mannose receptor C-type 1
Mycn v-myc avian myelocytomatosis viral related oncogene, neuro-

blastoma derived
MyoG myogenin
NO nitric oxide
Ptch1 patched-1
SAG Smo agonist
Shh sonic hedgehog
Smo smoothened
SOD2 superoxide dismutase
TNF-α tumor necrosis factor alpha
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule–1
VEGF-A vascular endothelial growth factor–A

Novelty and Significance

What Is Known?

• Therapeutic angiogenesis has failed to improve the prognosis of pa-
tients with critical limb ischemia.

• Cardiovascular risk factors promote microvessel dysfunction.

What New Information Does This Article Contribute?

• Human critical limb ischemia is associated with dysfunctional capillar-
ies rather than a decreased capillary density.

• Improving endothelial dysfunction in mice enhances ischemic skeletal 
muscle perfusion and prevents myopathy.

The present study identifies a novel actor of endothelial func-
tion, that is, Dhh (Desert Hedgehog), a downstream target of Klf2 

(Kruppel-like factor 2). We demonstrate that in adults Dhh is ex-
pressed in endothelial cells and that its expression, as well as 
that of Klf2, is upregulated by shear stress but downregulated by 
inflammatory cytokines. Moreover, Dhh deficiency induces endo-
thelial cell activation and capillary leakage as a result of adherens 
junction impairment. Because Dhh agonists can ameliorate en-
dothelial cell function in high glucose or inflammatory conditions, 
we hypothesized that CLI is a result of microvessel dysfunction, 
rather than a decreased capillary density—an assumption that 
was confirmed by our assessment of human CLI muscle biopsies. 
Finally, k in in vitro and in preclinical models, using currently a-
vailable Dhh agonists, we demonstrate that improving endothelial 
cell function is an effective strategy to enhance ischemic muscle 
perfusion and repair.
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Hindlimb Ischemia Models and Assessments
Hindlimb ischemia was induced by sequential ligation of the femoral 
and iliac arteries at day 0 and day 4, as previously described19 (see 
Online Data Supplement for more details). To minimize pain caused 
by the surgery, mice were administered subcutaneously with 0.05 mg/
kg buprenorphin 30 minutes before and 8 hours after surgery.

To assess proliferation, mice were injected intraperitoneally with 
50 mg/kg BrdU (Sigma) 24 hours before sacrifice. For assessment of 
muscle hypoxia, mice were administered intraperitoneally with 60 
mg/kg pimonidazole HCL (Hypoxyprobe Inc) 1 hour before sacrifice. 
To assess capillary perfusion, mice were administered intravenously 
with 50 μL fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled BS1-lectin 
(vector) 30 minutes before sacrifice.

Mice were sacrificed by cervical dislocation 28 days after surgery. 
To assess histological analyses and gene expression, the tibialis an-
terior muscle was harvested and cut in half. The lower half was fixed 
in methanol, paraffin embedded, and cut into 7 μm sections, and the 
upper half was snap-frozen in liquid nitrogen. Each group included at 
least 6 animals. Only mice in which there was histological evidence 
of ischemia in the tibialis anterior muscle (revealed by hematoxylin 
and eosin staining) were included in the study.

In Vivo Permeability Assessment
To quantify vascular permeability, mice were injected in the tail vein 
with 50 μL 25 mg/mL 70 kDa FITC dextran 30 minutes before sac-
rifice. Microscopic visualization of FITC dextran extravasation was 
performed on paraffin-embedded tissue sections.

Lung Edema Assessment
Lung edema was quantified using the wet/dry weight ratio. The wet 
weight was measured immediately after the lung was harvested, 
whereas the dry weight was measured after the lung was incubated 
for 72 hours at 85°C.

EC Isolation From Mouse Tissue
Ischemic tibialis anterior muscles or healthy muscles were dissoci-
ated in 2 mg/mL type 4 collagenase for 1 hour at 37°C under agita-
tion and subsequently filtrated on 70 and 40 μm cell strainers. ECs 
were labeled using rat anti-CD31 antibodies (BD Pharmingen Inc) 
and rat anti-Endoglin antibodies (Santa Cruz Biotechnology), then 
purified using anti-rat IgG MicroBeads (Miltenyi biotec) and MACS 
Cell Separation Columns (Miltenyi biotec) according to manufac-
turer’s instruction.

Wire Myography
Femoral arteries, dissected and segmented (1.8–2.0 mm length), were 
mounted using 2 tungsten threads in a Mulvany myograph (Danish 
Myo Technology, Aarhus, Denmark) as previously described20 (see 
Online Data Supplement for more details).

Corneal Angiogenesis
Corneal angiogenesis was assessed as previously described21 (See 
Online Data Supplement for more details).

Immunostaining
Before staining, cells were fixed with 100% methanol for 10 min-
utes. Thoracic aortas were fixed with 10% formalin for 10 minutes 
immediately after they were harvested, washed with PBS, cleaned, 
and opened longitudinally. Muscle, heart, brain, and lung tissues were 
fixed in methanol, paraffin embedded, and cut into 7-µm-thick sec-
tions. Antibodies are fully described in the Online Data Supplement.

Quantitative Reverse-Transcription Polymerase 
Chain Reaction
Following manufacturer’s instructions, RNAs were isolated and 
homogenized, from 3×105 cells or from skeletal muscle previ-
ously snap-frozen in liquid nitrogen, using Tri Reagent (Molecular 
Research Center Inc). For quantitative reverse-transcription polymer-
ase chain reaction analyses, total RNA was reverse transcribed with 
Moloney Murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega), 

and amplification was performed on a DNA Engine Opticon2 
(MJ Research Inc) using B-R SYBER Green SuperMix (Quanta 
Biosciences). Primer sequences are reported in Online Table I. The 
relative expression of each mRNA was calculated by the comparative 
threshold cycle method and normalized to β-actin mRNA expression.

Cell Culture
In vitro experiments were performed using human umbilical vein 
ECs (Lonza) or human dermal microvascular ECs (Lonza). Human 
umbilical vein ECs were cultured in endothelial basal medium-2 sup-
plemented with EGM-2 BulletKits (Lonza), whereas human dermal 
microvascular ECs were cultured in endothelial basal medium-2 me-
dium supplemented with EGM-2MV BulletKit (Lonza). HeLa ATCC 
CCL-2 cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute me-
dium supplemented with 10% fetal bovine serum. Before any treat-
ment, cells were serum starved in 0.5% fetal bovine serum medium 
for 24 hours. Cell culture assays and plasmids are described in the 
Online Data Supplement.

Statistics
Results are reported as mean±SEM. Comparisons between groups 
were analyzed for significance with the nonparametric Mann-
Whitney U test or the Kruskal-Wallis test (for than 2 groups) using 
GraphPad Prism v7.0 (GraphPad Inc, San Diego, Calif). Differences 
between groups were considered significant when P≤0.05 (*P≤0.05; 
**P≤0.01; ***P≤0.001).

Results
Dhh Is Expressed in Adult ECs
In embryos, Dhh expression has previously been established 
in Schwann cells, Sertoli cells, and ECs.22 Nevertheless, until 
now, the role of EC-derived Dhh has never been investigated.

Therefore, we decided to start our project by screening for 
Dhh expression in adult ECs from various organs and found 
that Dhh mRNA is enriched in the CD31+ fractions of adult 
mouse brain, heart, and lungs (Figure 1A). Additionally, we 
showed by immunostaining that Dhh protein is expressed by 
ECs in human adult skeletal muscle (Figure 1B). Moreover, 
while detecting low level of Ihh mRNAs consistent with previ-
ous literature,23 Shh mRNA expression was barely detectable 
in cultured ECs (Figure 1C), attesting that Dhh is the main Hh 
ligand expressed by ECs.

Dhh Is a Downstream Target of Klf2 Regulated by 
Proinflammatory Factors and Flow Conditions
Then, we investigated mechanisms that control Dhh expres-
sion in ECs and found that Dhh is specifically downregulated 
by inflammatory cytokines including TNF-α (tumor necrosis 
factor alpha) and IL (interleukin)-1β and by oxidative stress 
(H2O2; Figure 1D). On the contrary, Dhh mRNA expression is 
significantly increased in ECs cultured under flow conditions 
(Figure 1E).

To investigate the molecular mechanisms involved in 
TNF-α-induced Dhh downregulation, we cloned the hu-
man Dhh promoter and performed gene reporter assays. We 
found that the Dhh promoter region regulated by TNF-α is 
included between base pair −124 and base pair −54 of the 
Dhh promoter (Figure 2A). Interestingly, within this pro-
moter region, MatInspector software (Genomatix) identified 
2 guanine, cytosine (GC)-rich regions potentially recog-
nized by Klf2. We next verified that Klf2 is able to acti-
vate the Dhh promoter (Figure 2B). Indeed, Klf2 activates 
all Dhh promoter constructs, except for the −54 Dhh prom 
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plasmid which does not include the 2 GC-rich regions po-
tentially bound by Klf2 (Figure 2C). To confirm the role of 
these 2 GC-rich regions, located at base pair −74 (GC rich 
1) and base pair −59 (GC rich 2) in mediating Klf2-induced 
Dhh promoter activation, we mutated each of these cis-reg-
ulating sequences (Figure 2D). As shown in Figure 2E, Klf2 
is not able to activate the −124 Dhh prom plasmid when 
GC-rich 1 and GC-rich 2 sequences are mutated. Finally, to 
confirm the essential role of Klf2 in promoting Dhh expres-
sion in ECs, we downregulated Klf2 expression in human 
umbilical vein ECs through small interfering RNA transfec-
tion and found that Klf2 knockdown significantly inhibits 
Dhh expression in ECs (Figure 2F).

Altogether, these results demonstrate that Dhh is a direct 
transcriptional target of Klf2 in ECs and that Dhh expression 
is modulated by inflammation and disturbed flow.

EC-Derived Dhh Is a Critical Regulator  
of Endothelium Integrity
We then hypothesized that Dhh may mimic some of the 
Klf2 effects on EC function. Therefore, we performed cell 
culture assays in which Dhh expression was knocked down 
using small interfering RNAs. When Dhh expression is down-
regulated in ECs, Cdh5 (cadherin-5)-dependent junctions 
are altered and display a zig-zag phenotype (Figure 3A). 
Accordingly, Cdh5 interaction with β-catenin is significantly 
reduced, (Figure 3B) and EC monolayer permeability to 70-
kDa FITC dextran is significantly increased (Figure 3C). 
The role of Dhh in maintaining adherens junction was then 

verified in vivo in mice in which Dhh expression has been 
specifically knocked out in ECs, that is, Pdgfb-creERT2; DhhFlox/

Flox mice (DhhECKO; Online Figure I). Cdh5 staining of en face 
aortas displays significantly thicker junctions in DhhECKO mice 
compared with their control littermates (Figure 3D). The 
consequences of EC-EC junction alterations observed in the 
absence of endothelial Dhh were then measured after intrave-
nous FITC-labeled 70-kDa dextran administration. As shown 
in Figure 3E and 3F, abnormal vessel leakage is observed both 
in the brain and in the heart of DhhECKO mice, which also dis-
play lung edema (Figure 3G).

Moreover, we showed that EC-derived Dhh is neces-
sary to prevent EC activation: cell culture assays reveal that 
Dhh knockdown promotes both the expression of adhesion 
molecules such as VCAM-1 and ICAM-1 and the expres-
sion of inflammatory cytokines including IL-6 and Ccl2 
(chemokine ligand 2; Figure 4A). The increased VCAM-1 
expression in DhhECKO vessels is confirmed in vivo in lung 
sections (Figure 4B). Finally, we measured the consequenc-
es of Dhh knockdown-induced EC activation on neutrophil 
infiltration in the lungs after mice were administered with 
lipopolysaccharide. As expected, the density of neutro-
phils is significantly higher in lipopolysaccharide-treated 
DhhECKO mice compared with lipopolysaccharide-treated 
control mice (Figure 4C), which confirms the essential role 
of Dhh in preventing ECs from acquiring a proinflamma-
tory phenotype.

In conclusion, this set of data demonstrates for the first 
time that EC-derived Dhh, as well as Klf2, are essential in 

Figure 1. Dhh is expressed by adult endothelial cells (ECs). A, ECs from mouse brain, heart, and lungs were labeled with anti-CD31 antibodies and 
magnetically sorted. Dhh mRNA expression was measured via RT-qPCR (reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction) in both CD31+ and 
CD31− fractions (n=4 mice/group). B, Human skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-Dhh antibodies (in brown or green). ECs were 
identi"ed using anti-CD31 antibodies. C, Shh (sonic hedgehog), Ihh (Indian hedgehog), and Dhh (desert hedgehog) mRNAs were quanti"ed via RT-qPCR in 
human umbilical vein ECs (HUVECs). The experiment was repeated 3×, each experiment included triplicates. D, HUVECs were treated or not with 10 ng/mL 
TNF-α (tumor necrosis factor alpha), 10 ng/mL IL (interleukin)-1β, and 100 mmol/L H2O2 for 6 h. Dhh mRNA was quanti"ed by RT-qPCR. E, ECs were cultured 
under static or orbital $ow condition. Dhh mRNA was quanti"ed by RT-qPCR. ***P≤0.001, Mann-Whitney U test.D
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maintaining endothelial intercellular junction integrity and 
immune quiescence.

Restoring Dhh-Induced Signaling Prevents EC 
Dysfunction
To test whether Klf2 regulation of EC function depends on 
Dhh and to verify that Dhh knockdown participates to in-
flammation and diabetes mellitus–induced EC dysfunction, 
we then used either a small-molecule agonist of Smo, SAG 
(smo agonist)24 or Dhh-conditioned medium to restore Dhh 
activity in TNF-α or glucose-treated cells in vitro and in li-
popolysaccharide-treated mice or diabetic mice in vivo. We 
showed that conditioned medium from Dhh-overexpressing 
HeLa significantly reduces VCAM-1 expression induced by 
TNF-α (Figure 5A) but also VCAM-1 overexpression in cells 
transfected with Klf2 small interfering RNA (Figure 5B).

Moreover, we demonstrated that SAG restores Cdh5 inter-
action with β-catenin both in TNF-α and high-glucose–treat-
ed cells in vitro (Figure 5C) and that, while Cdh5 staining of 
glucose-treated ECs displays a zig-zag phenotype reflecting 
altered junction integrity, SAG-treated ECs have more lin-
ear junctions (Figure 5D). Consistently, in vivo, we observed 
that SAG administration prevents lipopolysaccharide-induced 
Cdh5 straining thickening of en face aortas (Figure 5E and 5F) 
and lipopolysaccharide-induced impairment of the endothelial 
Cdh5-β-catenin interaction in lung extracts (Figure 5G).

The effect of SAG on endothelial NO synthase activ-
ity was then evaluated using vasomotricity tests ex vivo. We 
found a significant impairment of the acetylcholine-dependent 
femoral artery relaxation in diabetic mice compared with con-
trol, which is normalized in diabetic mice treated with SAG. 

Figure 2. Dhh is a downstream target of Klf2 (kruppel-like factor 2). A, Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were transfected with plasmids 
expressing luciferase driven by fragments of human Dhh (desert hedgehog) promoter. Luciferase activity was measured after cells were treated or not with 
10 ng/mL TNF-α (tumor necrosis factor alpha) for 6 h. The experiment was repeated 3×, each experiment included triplicates. B, HUVECs were treated or not 
with 10 ng/mL TNF-α for 6 h. Klf2 mRNA was quanti"ed by RT-qPCR (reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction). C, HeLa were transfected 
with plasmids expressing luciferase driven by fragments of human Dhh promoter, together with a Klf2 expressing vector or an empty vector. Luciferase activity 
was measured 48 hours later. D, −80 to −50 sequence of human Dhh promoter, WT or mutated. E, HeLa were transfected with plasmids expressing luciferase 
driven by 124 bp of human Dhh promoter, WT or mutated, together with a Klf2 expressing vector or an empty vector. Luciferase activity was measured 48 
hours later. F, HUVECs were transfected with Klf2 or control small interfering RNAs (siRNAs). Dhh mRNA was quanti"ed by RT-qPCR. Both qPCR assays and 
gene reporter assays were repeated 3×, each experiment included triplicates. **P≤0.01; ***P≤0.001, Mann-Whitney U test. NS indicates not signi"cant.
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Importantly, in the presence of nitrous oxide donor nitroprus-
side sodium, we do not observe any difference between the 3 
groups, which confirms that the relaxation comes as a result of 
an endothelial dysfunction and that the SAG acts by rescuing 
endothelial NO production (Figure 5H).

Altogether, these data, especially in vitro data, demon-
strate for the first time that Dhh downregulation mediates 
TNF-α or high-glucose–induced EC dysfunction downstream 
of Klf2 and highlights the strong potential of Dhh agonist in 
preventing EC dysfunction.

Figure 3. Endothelial cell (EC)–derived Dhh (desert hedgehog) is a critical regulator of endothelium integrity. A, Human dermal microvascular ECs 
(HMVECs) were transfected with Dhh or control small interfering RNAs (siRNAs). Cdh5 (cadherin-5) localization was evaluated by immuno!uorescent 
staining (in red) of a con!uent cell monolayer. Nuclei were stained with DAPI (in blue). The experiment was repeated 3×. B–C, Human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) were transfected with Dhh or control small interfering RNA (siRNAs). B, β-Catenin interaction with Cdh5 (cadherin-5) was 
evaluated by coimmunoprecipitation assay. The experiment was repeated 5×. C, Endothelial monolayer permeability to 70 kDa !uorescein isothiocyanate 
(FITC) dextran was assessed using Transwells. The experiment was repeated 3×, each experiment included triplicates. D, Aortas were harvested from 
DhhECKO mice and their control littermates and stained with anti-Cdh5 antibodies (in red). Nuclei were stained with DAPI (in blue). En face staining is 
shown. E–G, DhhECKO mice and their control littermates were administered with FITC-labeled 70 kDa Dextran, 30 min before they were sacri#ced. E, Brain 
cross sections were immunostained with anti-CD31 antibodies to identify ECs. Nuclei were stained with DAPI (blue). FITC dextran extravasation was 
quanti#ed as the % of FITC+ surface area (n=5 mice/group). F, Heart cross sections are shown. FITC dextran extravasation was quanti#ed as the % of 
FITC+ surface area (n=5 mice/group). G, Pulmonary edema was quanti#ed as the ratio of wet/dry lung weight (n=14 and 20 mice/group, respectively). 
*P≤0.05, **P≤0.01. Mann-Whitney U test.
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Human CLI Is a Model of EC Dysfunction
To study endothelial dysfunction in humans, we accumulated 
muscle biopsies from 25 CLI patients (Rutherford 5–6) and 
10 control patients and performed a series of immunohisto-
logical analyses. As expected, we found that the muscle from 
patients with CLI shows myopathic features with the pres-
ence of immature muscle fibers, characterized by a smaller 
size (Figure 6A) and a significant increase in desmin-negative 
areas (Figure 6B) associated with increased fibrosis areas 
(Figure 6C). We then evaluated capillary density and, unex-
pectedly, observed no significant difference in capillary den-
sity in the muscle biopsies from CLI patients and those of 
control patients (Figure 6D). However, biopsy samples from 
patients with CLI show a significant increase in albumin ex-
travasation, indicating abnormal vascular leakage (Figure 6E). 
Additionally, biopsies from patients with CLI show clear 
signs of inflammation, with a significantly higher density of 
macrophages. Notably, macrophages were all Mrc1 (mannose 
receptor C-type 1)+M2 macrophages (Figure 6F).

This set of data reveals that the phenotype of muscle bi-
opsies from patients with CLI is characterized by a capillary 
density equivalent to that of healthy muscles. Nevertheless, 
muscle tissues from patients with CLI display clear signs of 
endothelial dysfunction, including increased vascular leakage 
and local inflammation. This microvascular dysfunction is as-
sociated with significant muscle damage.

Chronic Critical Limb Ischemia Is Associated With 
EC Dysfunction and Dhh Downregulation
We then designed experiments to explain the role of Dhh in 
endothelial dysfunction in the setting of ischemia. Since we 
wanted to closely mimic human CLI, we induced chronic limb 
ischemia in diabetic mice by sequential ligation of the femoral 

and iliac arteries.19 In this model, 3 months after the onset of 
ischemia, blood flow in the ischemic leg remains very low, 
with an ischemic leg’s blood flow/control leg’s blood flow 
ratio below 0.4 (Online Figure IIA). Unexpectedly, ischemic 
muscle capillary density is similar to that of healthy muscles 
(Online Figure IIB), but capillaries are leakier (Online Figure 
IIC), and the muscle is inflamed with increased VCAM-1 ex-
pression and significant M2 macrophage infiltration (Online 
Figure IID). Interestingly, this phenotype fully matches the 
phenotype of human CLI (Rutherford 5–6).

Altogether, these data show for the first time that both hu-
man and mouse ischemic skeletal muscle tissues display al-
tered microvessel integrity in CLI condition but no variability 
in capillary density.

In following, we quantified Dhh expression in the ischemic 
muscle of diabetic mice having undergone sequential ligation 
surgery: Dhh mRNA expression was measured in ECs isolated 
from the ischemic muscle and compared with its expression 
in ECs from healthy muscles. Dhh expression is significantly 
lower in the CD31-positive fraction of ischemic muscles com-
pared with that of healthy muscles (Online Figure IIIA), sug-
gesting that Dhh agonist may be used to improve EC function 
in this model. Importantly, expression of Dhh receptors Ptch1 
and Smo are not modulated by ischemia (data not shown). In 
addition, we verified that Dhh regulation by Klf2 and Dhh reg-
ulation of Cdh5-dependant intercellular junction integrity still 
occur in hypoxic conditions (Online Figure IIIB and IIIC) and 
that SAG can reduce ischemia-induced capillary leakage and 
macrophage recruitment in DhhECKO mice. To do so, DhhECKO 
mice were randomly assigned to be treated with NaCl or SAG, 
immediately after the second hindlimb ischemia surgery was 
performed (ie, ligation of the iliac artery) and until sacrifice 
(Online Figure IIID and IIIE).

Figure 4. EC-derived Dhh (desert hedgehog) is necessary to prevent endothelial cell (EC) activation. A, Human umbilical vein ECs were transfected with 
Dhh or control small interfering RNAs (siRNAs). VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule–1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule–1), IL (interleukin)-6, 
and Ccl2 (Chemokine ligand 2) mRNA expression was quanti!ed via RT-qPCR (reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction). The experiment 
was repeated 3×, each experiment included triplicates. B, Lung sections from DhhECKO and their control littermates were immunostained with anti-VCAM-1 
antibodies (in red). Nuclei were stained with DAPI (in blue). C, DhhECKO and their control littermates were administered or not with 10 mg/kg lipopolysaccharide 
(LPS). Mice were sacri!ced 6 h later. Lung sections were immunostained with anti-GR1 antibodies to identify neutrophils. Neutrophils density in the lung was 
quanti!ed as the number of GR1+ cells/mm2 (n=8 mice/group). *P≤0.05; **P≤0.01. Mann-Whitney U test.
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SAG Therapy Improved EC Function and 
Ameliorated Microvessel Perfusion Without 
Increasing Capillary Density
We then setup experiments to test Dhh agonist therapeutic 
potential; more specifically, we measured how Dhh agonist 
improves EC function and tissue perfusion in ischemic cardi-
ovascular conditions like CLI, often combined with diabetic 
and chronic inflammatory disorders.25 Similarly, to DhhECKO 
mice, diabetic mice were randomly assigned to be treated with 
NaCl or SAG, immediately after the second hindlimb ische-
mia surgery was performed (ie, ligation of the iliac artery) and 
until sacrifice.

Interestingly, as opposed to the Hh ligands,26–28 SAG has 
no proangiogenic properties. Indeed, quantitative analysis 
of CD31-positive element surface areas shows the absence 
of angiogenic response after implantation of corneal pellets 

impregnated with SAG (Online Figure IV). Therefore, this 
model allows us to test whether reducing EC dysfunction 
without increasing capillary density is a suitable strategy to 
improve ischemic muscle perfusion.

As expected, SAG therapy does not modify capillary den-
sity within the ischemic skeletal muscle (Figure 7A). On the 
contrary, it significantly reduces the interstitial albumin-posi-
tive surface area (Figure 7B), VCAM-1, and SOD2 (superox-
ide dismutase 2) expression (Figure 7C and 7E) and associated 
macrophage infiltration (Figure 7D). Altogether, these results 
demonstrate that SAG successfully decreases vascular leakage 
and EC activation but also restores ECs antioxidant capacity.

We then followed up by testing whether ameliorating 
EC dysfunction improves capillary perfusion. We first meas-
ured vessel perfusion by administrating mice intravenously 
with FITC-labeled BS1-lectin and found that the number 

Figure 5. Restoring Dhh (desert hedgehog)-induced signaling prevents endothelial cell (EC) dysfunction. A, Human umbilical vein ECs (HUVECs) were 
treated or not with 10 ng/mL TNFα, in the presence of control or FL-Dhh containing culture medium. VCAM-1 mRNA expression was quanti!ed via RT-qPCR. 
The experiment was repeated 3 times, each experiment included triplicates. B, HUVECs were transfected with Klf2 or control siRNAs, in the presence or not of 
100 nM SAG. VCAM-1 mRNA expression was quanti!ed via RT-qPCR. The experiment was repeated 3 times, each experiment included triplicates. C, HUVECs 
were treated or not with 10 ng/mL TNF-α (tumor necrosis factor alpha) and high glucose levels, in the presence or not of 100 nmol/L SAG (smoothened 
agonist). β-Catenin interaction with Cdh5 (cadherin-5) was evaluated by coimmunoprecipitation assay. The experiment was repeated 3×. D, HUVECs were 
treated or not with high glucose levels, in the presence or not of 100 nmol/L SAG. ECs were immunostained with anti-Cdh5 antibodies (in red). Nuclei were 
stained with DAPI (in blue). E–G, C57BL/6 mice were sacri!ced 6 h after they were administered or not with 10 mg/kg lipopolysaccharide (LPS) together or not 
with 5 mg/kg SAG. E, Aortas were immunostained with anti-Cdh5 antibodies (in red). Nuclei were stained with DAPI (in blue). En face staining is shown (n=8 
mice/group). F, Average junction thickness was quanti!ed as the % of Cdh5+ surface area and normalized to the number of nuclei/HPF (n=5 aorta/group). G, 
β-Catenin interaction with Cdh5 was evaluated by coimmunoprecipitation assay in lung protein extracts. H, Femoral arteries were harvested from control (Ctrl) 
mice, and streptozotocin-induced diabetic mice treated or not with SAG therapy and submitted to vasomotricity tests. The cumulative concentration-relaxation 
curve to ACh and nitroprusside sodium (SNP) is shown. The response is expressed as the percentage of decrease of phenylephrine-induced precontraction. 
Values were normalized to an initial 80 mmol/L KCl-induced contraction level. *P≤0.05, **P≤0.01, Mann-Whitney U test. NS indicates not signi!cant.
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of lectin-positive compared with CD31-positive elements 
is significantly increased in SAG-treated mice (Figure 8A). 
We then measured the overall blood flow recovery in the is-
chemic foot and found that ischemic leg/control leg’s blood 
flow ratio is increased by almost 140% in SAG-treated mice 
(Figure 8B). Moreover, we analyzed the myocyte phenotype 
and found that SAG significantly decreases desmin-negative 
areas, known to be associated with improved myocyte dif-
ferentiation (Figure 8C), the myocytes acquiring a larger, 
square, and more regular shape (Figure 8D). In addition, 
MyoG (myogenin; Figure 8E) expression level is signif-
icantly diminished in SAG-treated muscles, as well as cell 
proliferation (Figure 8 F).

Taken together, these data demonstrate for the first time 
that the SAG therapy successfully improves ischemic skeletal 
muscle perfusion and recovery, through a significant upturn 
of EC function.

SAG Ameliorated EC Dysfunction and Ischemic 
Muscle Repair by Targeting ECs
Finally, to prove that ECs are the cells responding to the SAG 
and to verify that myopathy is prevented by treating EC dys-
function, endothelial Smo-deficient (SmoECKO) mice induced 
with diabetes mellitus underwent sequential ligation surgery 
coupled or not with SAG therapy for 24 days.

Compared with wild-type mice, SAG therapy does not in-
duce any difference in the number of Cdh5-positive elements 

within the ischemic muscle of SmoECKO mice (Online Figure 
VA), and conversely, the percentage of both albumin-posi-
tive surface area and macrophage density are comparable in 
SmoECKO mice treated or not with SAG (Online Figure VB and 
VC). Moreover, SAG therapy does not increase foot perfu-
sion in SmoECKO mice treated or not with SAG as illustrated by 
the unchanged ischemic foot/control foot’s blood flow ratio 
(Online Figure VD). Finally, the SAG does not improve myo-
cyte differentiation (Online Figure VE).

About the previously observed effects of the SAG therapy, 
these data strongly support the assumption that Dhh agonist 
targets EC function via a Smo-dependent interaction at the EC 
surface because all the effects observed in wild-type mice are 
abrogated by endothelial Smo deletion. Consequently, ame-
liorating EC dysfunction appears to be a successful strategy to 
improve muscle perfusion and recovery in the setting of CLI.

Discussion
Surprisingly, despite several developmental studies report-
ing Dhh expression at the endothelium,22 Dhh function in a-
dult ECs had never been explored before. In this article, we 
hypothesized for the first time that endothelial Dhh loss of 
expression in cardiovascular ischemic disorders may be a ma-
jor molecular event triggering EC dysfunction downstream of 
Klf2.

Such a paradigm is supported by the literature, show-
ing that Dhh is downregulated by several cardiovascular risk 

Figure 6. Chronic critical limb ischemia is associated with endothelial cell (EC) dysfunction. Muscle samples were taken from control (Ctrl) patients 
(while undergoing saphenous stripping, at areas considered healthy by the surgeon, they had no history or clinical signs of peripheral artery disease; n=10), 
critical limb ischemia (CLI) patients (during bypass or amputations), at ischemic areas (Rutherford class 5–6, n=25). A, Skeletal muscle cross sections were 
stained with wheat germ agglutinin (WGA), Alexa Fluor 488 conjugates to identify membranes. Myocyte surface area was measured using Image J. B, 
Skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-desmin antibodies to identify myocytes (brown), and impaired myogenesis was quanti!ed as 
desmin-negative areas, C, Skeletal muscle cross sections were stained with Masson trichrome to identify !brosis and quanti!ed as light green surface areas. 
D, Skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-CD31 antibodies to identify ECs (brown) and quanti!ed as the number of CD31-positive, 
CD45-negative elements. E, Human skeletal muscle cross sections were submitted to immuno"uorescence labeling with anti-albumin antibodies (red) and 
quanti!ed as positive albumin areas. F, Human skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-CD68 antibodies to identify macrophages 
(brown) and quanti!ed as the number of CD68-positive elements. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001, Mann-Whitney U test. NS indicates not signi!cant.
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factors, including age13 and diabetes mellitus11 and our data 
pointing the ability of SAG therapy to prevent TNF-α or high-
glucose–induced EC dysfunction. Additionally, SAG has been 
previously shown to prevent blood-brain barrier disruption in-
duced by stroke9 or HIV infection,10 and we demonstrated be-
fore that it restores Cldn5 expression and prevents endoneurial 
capillary leakage associated to neuropathy in diabetic mice.11

Interestingly, Klf2 has also been identified as a molecular 
switch regulating endothelial function in health and disease29 
by modulating the endothelial barrier function1 and by pre-
venting EC activation.2 Here, we link Dhh as a downstream 
effector of Klf2. Indeed, we molecularly prove that Dhh is a 
direct transcriptional target of Klf2, supporting other studies 
in which Dhh modulation by Klf2 is shown in 2 microarray 
analyzes, one comparing the mRNA expression profile of hu-
man umbilical vein ECs transduced with a Klf2 expressing 
lentivirus versus empty lentivirus2,30 and the other comparing 
gene expression between double Klf2/Klf4 KO and wild-type 
ECs.31 Moreover, we demonstrate that Klf2 regulation of EC 
function depends on Dhh; indeed, restoring Hh signaling us-
ing Dhh-conditioned medium decreases VCAM-1 expression 
in ECs transfected with Klf2 small interfering RNAs.

Importantly, unlike the transcription factor Klf2, Dhh is a 
secreted molecule of which activity can be mimicked by de-
signed agonists, as it is already the case for Smo. Moreover, 
therapies currently available to improve EC activity, like 

angiotensin-converting enzyme inhibitors, angiotensin type-
1 receptor antagonists, and statins, are limited by preventing 
only some features of EC dysfunction (including oxidative 
stress, proinflammatory phenotype, and endothelial NO synth-
ase uncoupling).32 Therefore, the SAG represents one of the 
best options to resolve EC dysfunction because of its wide 
spectrum of action.

In this article, we also establish that the ischemic muscle 
of patients with CLI presents a myopathic phenotype, without 
any changes in the number of capillary but with evident signs 
of microvessel disruption. Additionally, we demonstrate that 
targeting EC dysfunction significantly improves muscle per-
fusion with unmodified capillary density, leading to muscle 
damage alleviation. Therefore, our work opens up new pros-
pects for alternative therapies to treat CLI.

Importantly, previous studies failed to clearly establish 
whether capillary density within the ischemic muscle is in-
creased, diminished, or unmodified; however, 2 studies have 
reported altered capillary structure with significant thicken-
ing of the basement membrane.33,34 Interestingly, our study 
reveals that capillary density within the ischemic muscle of 
patients with CLI is equivalent to that of healthy skeletal mus-
cles from control subjects. Indeed, 3 levels of biopsies per-
formed for each patient with CLI, from the most ischemic 
area to the edge of amputation, display no significant changes 
in capillary density (data not shown). Moreover, we reveal a 

Figure 7. SAG (smoothened agonist) therapy improved endothelial cell (EC) function without increasing capillary density. Diabetic mice that 
underwent sequential femoral and iliac artery ligation were treated or not with SAG (n=12 mice/group). A, Mouse skeletal muscle cross sections were 
immunostained with anti-Cdh5 (cadherin-5) antibodies to identify ECs (brown), and quanti!ed as the number of Cdh5-positive elements. B, Mouse skeletal 
muscle cross sections were submitted to immuno"uorescence labeling with anti-albumin antibodies (white), and quanti!ed as the %-positive albumin areas. 
C, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule–1), mRNA expression was quanti!ed via RT-qPCR (reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction). 
D, Mouse skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-CD68 to identify macrophages (brown), and quanti!ed as the number of CD68-
positive elements. (E) SOD2 (superoxide dismutase 2) mRNA expression was quanti!ed via RT-qPCR. *P≤0.05, **P≤0.01, Mann-Whitney U test. NS indicates 
not signi!cant.
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clear microangiopathy associated to ischemia, characterized 
by an increased capillary permeability coupled with muscle 
inflammation, reflecting EC activation. Importantly, this mi-
croangiopathy is consistently found in our mouse model and 
associated to significantly increased levels of VCAM-1 and 
ICAM-1 at the endothelium, together with decreased antiox-
idant properties.

Based on the assumption that an increased blood vessel 
density would improve tissue perfusion and lead to limb sal-
vage, several proangiogenic therapies have been tested, first 
in animal models of hindlimb ischemia and then, under clin-
ical trials, in patients experiencing ischemic disorders. The 
first results obtained in animals were very promising.35,36 
Consistently, phase I clinical trials successfully demonstrat-
ed increased collateral vessel formation after arterial gene 
transfer of VEGF-A (vascular endothelial growth factor–A)–
encoding plasmids in patients with CLI.37 However, in the 
meantime, larger randomized clinical trials testing angiogenic 
therapies for intermittent claudication or CLI have given nega-
tive results.38 The measured end points were amputation rates, 
decrease in pain, and peak walking time.

Because of our results, showing that capillary density is 
not diminished in the ischemic muscle of patients with CLI, 
and the mixed results obtained in previous studies with pro-
angiogenic therapies, we assumed that stimulating capillary 
density may not be the best approach to sufficiently improve 
ischemic muscle perfusion and to reach a balance allowing 
muscle recovery and therefore limb salvage. To verify our hy-
pothesis, we decided to further explore the role of EC dysfunc-
tion in the pathophysiology of CLI, of which symptoms are 
mainly linked to muscle ischemia, induced by macrovascular 

arterial lesions driving hypoperfusion. We show that ischemic 
muscles have normal capillary density, with evident signs of 
microvessel dysfunction. More importantly, we demonstrate 
that improving EC dysfunction in capillaries is a successful 
strategy to promote ischemic muscle perfusion and to prevent 
myopathy; indeed, we highlight that SAG therapy succeeds 
in restraining EC activation and vascular leakage and restores 
SOD2 expression. This leads to an improved capillary per-
fusion and a better myocyte organization, characterized by 
a lower desmin and MyoG expression and a wider myofiber 
cross-sectional area. This corroborates data from the literature 
showing that desmin expression level, together with a round 
shape of myofibers, are inversely correlated with calf muscle 
strength in patients with peripheral artery diseases.39,40

Conclusions
In conclusion, we demonstrate for the first time the critical role 
of Dhh-Klf2 signaling at the endothelium in cardiovascular 
ischemic disorders in adults. Indeed by using a novel mouse 
model displaying Dhh knockdown specifically in ECs, we 
prove that Dhh, downstream of Klf2, is essential to maintain 
endothelial integrity by tightening EC adherens junctions and 
preventing endothelial activation. Therefore, we identify Dhh as 
a novel target for the development of alternative therapies that 
would play on EC function but not angiogenesis, as proangio-
genic strategies have failed to improve patient disabilities so far.
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(×260) of Isolectin-B4 to identify perfused vessels (green) and anti-CD31 antibodies (red) to identify ECs. Vessel perfusion was assessed with quantitative 
analysis of the ratio of Isolectin-B4-positive elements over CD31-positive elements. B, Perfusion ratio of ischemic limb over control limb on laser Doppler 
perfusion imaging. C, Mouse skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-desmin antibodies to identify myocytes (brown; ×260) and 
quanti#ed as % desmin-negative areas. D, Muscle cross sections were stained with wheat germ agglutinin (WGA), Alexa Fluor 488 conjugates to identify 
membranes. Myocyte surface area was measured using Image J. E, MyoG (myogenesis) mRNA expression was quanti#ed via RT-qPCR (reverse-transcription 
quantitative polymerase chain reaction). F, Mouse skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-BrdU antibodies to identify cell proliferation 
(brown) and quanti#ed as the number of BrdU-positive elements. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001, Mann-Whitney U test. NS indicates not signi#cant.
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Données supplémentaires 

 

Detailed Methods 
 
Human tissue samples 
Human muscle tissues were retrieved from a library of tissues collected for a hospital clinical research 
program entitled "Critical ischemia of inferior limbs: metabolic, morphologic and 
immunohistochemical characterization of the involved tissues".  (N°RCB: 2009-A00889-48, PHRC 
N°09 038 08). In this preliminary observational multicenter study, 30 lower limbs of consecutive 
patients suffering from CLI were analyzed. All patients underwent open surgical revascularization 
procedures or amputation between August 2010 and April 2012 at one of three major vascular centers 
in south-west France (Limoges, Bordeaux, Toulouse). The presence of CLI was assessed by clinical 
evaluation (Rutherford class 4 to 6) 1 associated with an ankle or toe systolic blood pressure <50 or 30 
mmHg, respectively. In the absence of contra-indication or technical impossibility, three levels of 
biopsies were performed for each patient, from the most ischemic one to the edge of amputation. 
Tissues were immediately fixed in methanol and sent to Inserm UMR1034 (core lab) where the 
morphology and immunohistochemistry studies were performed.  A total of 25 tissue samples were 
obtained from patients meeting the criteria for CLI, with a Rutherford class of either 5 or 6. Muscle 
samples were also retrieved from 10 control (CTRL) patients, free from any history or clinical signs of 
peripheral artery disease, undergoing saphenous stripping during the same study period. Samples were 
collected from the mid-portion of the calf in the vascular department of the Bordeaux university 
hospital and submitted to the same fixation and inclusion protocol. The institutional review board of 
each center approved the study methodology and design, and all patients provided their consent to 
participate in the study, after receiving written information. 
 
Mice 
C57BL/6J mice were obtained from Charles River Laboratories and bred in our animal facility. Dhh 
Floxed mice (Online Figure IA) ZeUe geQeUaWed aW Whe ³IQVWiWXW CliQiTXe de la SRXUiV´ WhURXgh Whe 
International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC) from a vector generated by the European 
conditional mice mutagenesis program, EUCOMM. Smo Floxed (SmoFlox) mice 2 and Rosa26mTmG 
mice 3 were obtained from Jackson Laboratories. Pdgfb-CreERT2 mice 4 and Cdh5-CreERT2 mice 5 were 
a gift from respectively M. Fruttiger and  RH. Adams. 
Pdgfb-CreERT2 Pice ZeUe geQRW\Sed XViQg Whe fRllRZiQg SUiPeUV 5¶-CCAGCCGCCGTCGCAACT-3¶ 
aQd 5¶-GCCGCCGGGATCACTCTCG-3¶. Cdh5-CreERT2 mice were genotyped using the following 
SUiPeUV: 5¶-TAAAGATATCTCACGTACTGACGGTG-3¶ aQd 5¶-
TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC-3¶ WhaW aPSlif\ 493 bS Rf Whe CUe UecRPbiQaVe VeTXeQce. Dhh 
Floxed mice were genotyped usiQg Whe fRllRZiQg SUiPeUV 5¶-TGGGTGTTCCTTACAATCCGC-3¶ 
aQd 5¶-CAACCACTGGACCGAAGGAGGAA-3¶ Zhich aPSlifieV a 375 bS fUagPeQW Rf Whe WT allele 
or a 428 bp fragment if the allele is floxed. Smo Floxed mice were genotyped using the following 
SUiPeUV 5¶-CCACTGCGAGCCTTTGCGCTAC-3¶ aQd 5¶-CCCATCACCTCCGCGTCGCA-3¶ Zhich 
aPSlifieV a 446 bS fUagPeQW Rf Whe WT allele aQd 5¶-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3¶ aQd 5¶-
AGGTGAGATGACAGGAGATC-3¶ Zhich aPSlifieV 280 bS Rf Whe flR[ed allele. RRVa26mTmG mice 
were genotyped using the following WhUee SUiPeUV 5¶-CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT-3¶, 5¶-
CGAGGCGGATCACAAGCAATA-3¶, aQd 5¶-TCAATGGGCGGGGGTCGTT-3¶.  
Animal experiments were performed in accordance with the guidelines from Directive 2010/63/EU of 
the European Parliament on the protection of animals used for scientific purposes and approved by the 
local Animal Care and Use Committee of Bordeaux University.  
The Cre recombinase in Pdgfb-CreERT2 mice was activated by intraperitoneal injection of 1 mg 
tamoxifen for 5 consecutive days at 8 weeks of age. Mice were phenotyped 4 weeks later. Successful 
and specific activation of the Cre recombinase was verified in both Pdgfb-CreERT2; Rosa26mTmG mice 
and Cdh5-CreERT2; Rosa26mTmG mice (Online Figure IB). Both males and females were used in equal 
proportions. 
 
Streptozotocin treatment 
6 week old mice were injected intraperitoneally with 55 mg/kg/day of streptozotocin (Sigma) 
dissolved in sterile citrate buffer (0.05 mol/L sodium citrate, pH 4.5, 45 mg/kg) after 4 hours of 
fasting. Either streptozotocin or citrate buffer (CTRL) was administered for 5 days consecutively 
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during the first week of the study. Mice were weighted and blood samples collected from the vena 
caudalis to measure glycemia using a glucose analyzer [One Touch Ultra Mini Blood Glucose 
Monitoring System; Johnson & Johnson (China) Co.]. Mice with glycemia >280 mg/dL were 
considered diabetic and used for experiments 6. The surgery to induce HLI was performed 14 weeks 
after induction of diabetes. 
 
Hindlimb ischemia models and assessments 
Hindlimb ischemia (HLI) was induced by sequential ligation of the femoral and iliac arteries (Lig. 
seq.) at day 0 and day 4, as previously described 7. Surgery was performed under general anesthesia, 
and induction was ensured by spontaneous ventilation through a mask delivering a mixture of 4% 
isoflurane (Aerrane; Baxter Healthcare, Maurepas, France) and air and maintained with a mixture of 
2% isoflurane and air. Mice were aseptically prepared and a 5 mm incision was made in the left thigh 
region and re-used on day 4. On day 0, ligation of the left femoral artery was performed midway 
between the superficial epigastric artery and the bifurcation of the popliteal and saphenous arteries by 
a nod of 7.0 Prolene® (Ethicon, Issy les Moulineaux, France), three collateral vessels were also 
ligatured. Four days later, ligation of the right common iliac artery was performed by a retroperitoneal 
approach 0.5 cm distal to its origin, after visualization of the origin of the internal iliac artery. The 
connective tissues were closed with 6.0 absorbable running sutures. In this unilateral ischemia model, 
the contralateral limb can be considered as a control. The duration of ischemia was counted from the 
first operation onwards. To minimize the pain caused by the surgery, mice were administered 
subcutaneously with 0.05 mg/kg buprenorphin 30 minutes before and 8 hours after surgery. 
 
Mice were sacrificed at day 28. Tibialis anterior muscles were harvested, fixed in methanol, paraffin-
embedded, and cut into 7-µm sections for histological assessment or snap frozen in liquid nitrogen for 
gene expression analysis. Only mice, in which there was histologic evidence of ischemia in the tibialis 
anterior muscle (muscle fibers with central nuclei), as assessed by hematoxylin and eosin (H&E) 
staining, were included in the study. 
 
Fibrosis was assessed after Masson trichrome staining of muscle sections by quantifying the 
percentage of light green-positive area. Skeletal muscle mean surface area was measured using the 
IPaJe J VRfWZaUe afWeU PePbUaQe VWaLQLQJ ZLWK WKeaW GeUP AJJOXWLQLQ (WGA), AOe[a FOXRU� 488 
Conjugate (Invitrogen) in 10 pictures randomly taken under x260 magnification. Edema was measured 
after albumin staining of muscle sections using a sheep anti-albumin antibody (Abcam). For each 
muscle/lung sections, CD31-, GR-1-, Lectin-, CD68-, hypoxyprobe-, BrdU-, light green- or albumin-
positive areas were quantified in 10 pictures randomly taken under x260 magnification. Myogenesis 
was assessed on desmin staining (rabbit polyclonal anti-desmin antibodies, Millipore) of muscle 
sections and quantified, at a magnification of 20X, as the percentage of remaining desmin-negative 
area on a single picture of the entire muscle. Immunohistochemistry was performed on the Ventana 
Benchmark auto-staining system for reproducibility. All pictures (taken on an Axiozoom V16 (Zeiss)) 
and quantifications (done using ImageJ/Fiji v2.0.0-rc-59 software (National Institute of Health, USA)) 
were performed by an investigator blinded.  More precisely, all samples were assigned a random 
number prior to animal sacrifice, data collection and analysis. At the end of the experiment, the 
genotype/treatment for each animal was unveiled to allow data comparison and experimental 
conclusion.   
 
Immunostaining 
Prior to staining, cells were fixed with 100% methanol for 10 minutes. Thoracic aortas were fixed with 
10% formalin for 10 minutes immediately after they were harvested, washed with PBS, cleaned and 
opened longitudinally. Muscle, heart, brain, and lung tissues were fixed in methanol; paraffin 
embedded and cut into 7 µm thick sections.  
Capillary density was measured in sections stained with CD31 or Cdh5 antibodies (rat anti-mouse 
CD31 antibodies, BD Pharmingen Inc, Cat# 553370, mouse anti-human CD31 antibodies, Dako, Cat# 
M0823 or goat anti mouse Cdh5, R&D systems, Cat# AF1002). Pan-leucocytes were identified using 
mouse anti-human CD45 antibodies (BD Pharmingen Inc, Cat#550539). Macrophage density was 
assessed after CD68 and Mrc-1 staining (rat anti-CD68 antibodies, Biolegend, Cat #137001), mouse 
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anti-human CD68, Dako, Cat # M0876), goat anti-mouse Mrc-1, R&D systems, Cat #AF2535, mouse 
anti-human Mrc-1, R&D systems, Cat# MAB25341). Neutrophils were stained with a rat anti-Ly6G 
(GR1) antibody (BD Pharmingen Inc, Cat#551459). Dhh expression was quantified using a rabbit 
anti-C terminal Dhh antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Cat# sc-13089). Cell-cell junctions 
were stained using a goat anti-Cadherin-5 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Cat# sc-6458) and 
VCAM-1 was revealed using a rabbit anti VCAM-1 antibody (Abcam, Cat# ab134047). Muscle 
hypoxia was quantified using the Hypoxyprobe�-1 PlXV kiW fRllRZing Whe manXfacWXUeU¶V inVWUXcWiRnV 
and BrdU-positive cells were stained using a rat anti-BrdU antibody (Oxford Biotechnology, Cat# 
OBT00305).  
For immunohistochemical analyses, primary antibodies were sequentially coupled with biotin-
conjugated secondary antibodies (anti-rat antibodies, Vector Laboratories, Cat#BA-4001, anti-rabbit 
antibodies, Amersham, Cat#RPN1004, anti-mouse antibodies, Jackson Immunoresearch, Cat# 715-
065-151) and streptavidin-HRP complex (Amersham); the staining was then revealed with a DAB 
substrate kit (Vector Laboratories) and tissue sections were counterstained with hematoxylin. 
For immunofluorescence analyzes, primary antibodies were resolved with Alexa-Fluor±conjugated 
secondary polyclonal antibodies (Invitrogen, Cat# A-21206, A-21208, A-11077, A-11057, A-31573, 
A-10037 ) and nuclei were counterstained with DAPI (1/5000).  
For both immunohistochemical and immunofluorescence analyses, negative controls using secondary 
antibodies only were done to check for antibody specificity. 
 
Wire myography  
Femoral arteries, dissected and segmented (1.8-2.0 mm length) were mounted using two tungsten 
threads in a Mulvany myograph (Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) as previously described 
8. Arteries were bathed in Krebs buffer (119 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.5 mM CaCl2, 1.17 mM 
MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3 and 5.5 mM glucose) and maintained at 37°C. The 
arteries were studied under a resting tension corresponding to equivalent transmural pressures of 100 
mmHg (13.3kPa), which was previously shown to be the optimal resting tension in a passive length-
tension relationship. The arteries functionality was checked by adding 80 mM KCl and no difference 
was observed between the three groups. The relaxant responses to acetylcholine and sodium 
nitroprusside were determined after pre-contraction with phenylephrine (3.10í7M, which corresponds 
to approximately 90% of the maximal contraction) by adding increased concentrations (ranging from 
10-9 to 10-4M) of the vasodilatation agent and by building the concentration/relaxation curve. 
 
Cell culture 
In vitro experiments were performed using human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) (Lonza) 
or human Dermal Microvascular Endothelial Cells (HMVEC-D) (Lonza). HUVECs were cultured in 
endothelial basal medium-2 (EBM-2) VXSSlemenWed ZiWh EGM�-2 BXlleWKiWV� (LRn]a) Zhile 
HMVEC-D were cultured in EBM-2 mediXm VXSSlemenWed ZiWh EGM�-2MV BXlleWKiW� (LRn]a). 
HeLa ATCC®CCL-2� cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 
supplemented with 10% fetal bovine serum. Cell from passage 3 to passage 6 were used. Before any 
treatment cells were serum starved in 0.5% fetal bovine serum medium for 24 hours. 
 
siRNA/Transfection 
HUVECs were transfected with human Dhh siRNA: 
rArCrUrCrCrUrUrArArArGgArGrGrArCrUrArUrUrUrArGCC, human Klf2 siRNA: 
rUrGrCrUrGrGrArGrGrCrCrArArGrCrCrArArAUU or universal scrambled negative control siRNA 
dXSle[ (OUigen) XVing JeWPRIME� WUanVfecWiRn UeagenW (PRl\SlXV TUanVfecWiRn), according to the 
manXfacWXUeU¶V inVWUXcWiRnV.   
 
Plasmids/Transfection 
The -2617 to +152, 621 to +152, -371 to +152, -194 to +152, -124 to +152 and -54 to +152 fragments 
of the human Dhh promoter were amplified by PCR and cloned into the PvuII-NheI sites of pGL3 
basic vector (Promega). The Klf-2 encoding vector pcDNA3-hKlf2 (50) was kindly provided by H. 
Ohguchi. 
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HUVECV and HeLa cellV Zere WranVfecWed XVing JeWPRIME� WranVfecWion reagenW (Pol\plXV 
Transfection), according to the manXfacWXrer¶V inVWrXcWionV. 
For gene reporter assays, cells were transfected with pGL3 basic vector (Promega) alone or containing 
fragments of Dhh promoter together with a transcription factor expressing vector, and pHook-LacZ 
(Invitrogen). After 48h incubation, cell lysis was harvested by using Passive Lysis Buffer (Promega). 
Luciferase and ȕ-galactosidase activity were measured using Luciferase assay reagent (Promega) 
according Wo Whe manXfacWXrer¶V inVWrXcWionV and Whe ONPG VpecWrophoWomeWric meWhod, respectively. 
 
Immunoprecipitation/Western blot analysis 
Prior to western blot analysis, Cadherin-5 (Cdh5) was immunoprecipitated with goat anti-Cdh5 
antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Cat# sc-6458). 
Expression of ȕ-catenin and Cdh5, were evaluated by SDS PAGE, using a rabbit anti- ȕ-catenin 
antibody (Sigma, Cat# C2206), and a goat anti-Cdh5 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Cat# sc-
6458). Protein loading quantity was controlled using a monoclonal anti-Į-tubulin antibody (Sigma). 
Secondary antibodies were from Invitrogen, Cat#A-21039, A-21084, A-21036).  The signal was then 
revealed by using an Odyssey Infrared imager (Li-cor). 
 
In vitro permeability assay 
150 000 cells were seeded in Transwell® inserts. The day after, 0.5 mg/mL 70 kDa FITC-Dextran 
(Sigma) was added to the upper chamber. FITC fluorescence in the lower chamber was measured 20 
minutes later. 
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Online Table 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mE-actin F 5’-CCTGAACCCTAAGGCCAACC-3’  

R 5’-TAGCCCTCGTAGATGGGCAC-3’  
mMyh1 F 5’-TGAGGAAGCGGAGGAACAAT-3’ 

R 5’-GTCACTTTCCTGCACTTGGAT-3’ 
mMyoG F 5’-CAATGCACTGGAGTTCGGT-3’ 

R 5’-GTGATGGCTTTTGACACCAA-3’ 
mSOD2 F 5’-TGCCCAAACCTATCGTGTCC-3’ 

R 5’-AACAAGGACCCAATGAGCCA-3’ 
mVCAM-1 F 5’-CGTACACCATCCGCCAGGCA-3’ 

R 5’-TAGAGTGCAAGGAGTTCGGGCG-3’ 
mICAM-1 F 5’-TGGCCTGGGGGATGCACACT-3’ 

R 5’-CCACCGGGCTGTAGGTGGGT-3’ 
mPGC-1E F 5’-GAGGGCTCCGGCACTTCC-3’ 

R 5’-CGTACTTGCTTTTCCCAGATG-3’ 
mDhh F 5’-CTTTTGACTGCCCATCTCCTCTTCT-3’ 

R 5’-CTTGTAGAGTAGCGGCACGAG-3’ 
hȕ-actin F 5’-GGAGGAGCTGGAAGCAGCC-3’ 

R 5’-GCTGTGCTACGTCGCCCTG-3’ 
hVCAM-1 F 5’-GGCCCAGTTGAAGGATGCGGG-3’ 

R 5’-AGAGCACGAGAAGCTCAGGAGAA-3’ 
hSOD2 F 5’-GGGCAAGGTGGAACCTTTTG-3’ 

R 5’-GCTTCCTCACTCTCTCACCAG-3’ 
 
F forward, R reverse 
E-actin was used as the household gene 
 
Online Table I: List of primers used for reverse transcription (RT) quantitative polymer chain 
reaction (qPCR) 
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Online Figures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Online Figure I: (A) Schema representing Dhh Floxed allele. (B-C) Pdgfb-CreERT2 or Cdh5-CreERT2 
mice were bred together with Rosa26mTmG mice. Mice were sacrificed one week after they were 
administered with tamoxifen. (B) Brain, lung and Heart cross sections, were immuno-stained with 
anti-GFP antibodies to identify cells in which recombination occurred. (C) Ischemic muscle cross 
sections were submitted to immuno-fluorescence labeling with anti-CD31 or 68 antibodies (red) 
(x100) and anti-GFP antibodies (green). Nuclei were stained with DAPI (in blue).  
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Online Figure II: Diabetic mice display a dramatic decrease in foot perfXsion Zith ³normal´ 
capillary density after sequential femoral and iliac artery ligation. Diabetic mice underwent Seq.lig. 
surgery (n=12 mice). Control mice were not diabetic and free of ischemia (n=12 mice). Mice were 
sacrificed 28 days after surgery. (A) Perfusion ratio of ischemic limb over control limb on laser 
Doppler perfusion imaging. (B) Mouse skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-
Cdh5 antibodies to identify ECs (brown), and quantified as the number of Cdh5 positive elements. (C) 
Mouse skeletal muscle cross sections were submitted to immuno-fluorescence labeling with anti-
albumin antibodies (red), and quantified as % positive albumin areas. (D) Mice skeletal muscle cross 
sections were co-immunostained with anti-CD68 (in green) and Mrc1 (in red) antibodies to identify 
and qualify macrophages, and quantified as the number of CD68 positive elements. (F) VCAM-1 
mRNA expression was quantified via RT-qPCR (n=8 per group). **: S�0.01, ***: S�0.001, N6: QRW 
significant. Mann Whitney test 
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Online Figure III: Dhh is downregulated in ECs within the ischemic muscle (A) Diabetic mice 
underwent Seq.lig. surgery. Control mice were not diabetic and free of ischemia. Mice were sacrificed 
28 days after surgery. Dhh mRNA expression was quantified via RT-qPCR in ECs isolated from the 
ischemic muscle of diabetic mice (n=4) and from the muscle of healthy CTRL mice (free of ischemia, 
n = 4). (B) HUVECs were transfected with Klf2 or control siRNAs and cultured in the presence of 150 
µmol/L CoCl2. Dhh mRNA was quantified by RT-qPCR. Both qPCR assays and gene reporter assays 
were repeated 3 times, each experiment included triplicates. (C) HUVECs were transfected with Dhh 
or control siRNAs and cultured in the presence of 150 µmol/L CoCl2. E-catenin interaction with Cdh5 
was evaluated by co-immunoprecipitation assay. The experiment was repeated 4 times. (D-E) Cdh5-
CreERT2; DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice were submitted to sequential femoral and iliac artery ligation and 
treated by intraperitoneal injections of a placebo (NaCl, n = 7) or SAG therapy (n = 7). (D) Ischemic 
muscle cross sections were immunostained with anti-albumin antibodies (red) and quantified as 
positive albumin areas. (E) Ischemic muscle cross sections were immunostained with anti-CD68 
immuno-staining to identify macrophages (brown) quantified as the number of CD68 positive 
elements/mm². *: S�0.05, **: S�0.01, 0DQQ Whitney test. 
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Online Figure IV: SAG is not pro-angiogenic in the mouse model of corneal angiogenesis. 
Micropellets containing the dilution polymer (CTRL), VEGF (positive-CTRL) or SAG therapy were 
implanted in mice eyes. Flat whole-mount of mice cornea were immunostained with anti-CD31 
antibodies (white) (x80) 10 days after implantation and quantified as the surface of CD31 positive 
elements. *: S�0.05, **: S�0.01, NS: QRW VLJQLfLcaQW. KUXVNaOO WaOOLV WeVW. 
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Online Figure V : SAG improved EC function and ischemic muscle repair by targeting 
ECs. Diabetic Cdh5-CreERT2; SmoFlox/Flox mice were submitted to sequential femoral and iliac artery 
ligation and treated by intraperitoneal injections of a placebo (NaCl, n = 6) or SAG therapy (n = 6). 
(A) Mice skeletal muscle cross sections were immunostained with anti-Cdh5 antibodies to identify 
ECs (brown) (x260) quantified as the number of Cdh5-positive elements (B) Mice skeletal muscle 
cross sections were submitted to immuno-fluorescence labeling with anti-albumin antibodies (red) 
(x100) quantified as positive albumin areas (C) Mice skeletal muscle cross sections were 
immunostained with anti-CD68 immuno-staining to identify macrophages (brown) (x260) quantified 
as the number of CD68 positive elements (D) Perfusion ratio of ischemic limb over control limb on 
laser Doppler perfusion imaging (E) Mice skeletal muscle cross sections were immunostained with 
anti-desmin antibodies to identify myocytes (brown) (x260) quantified as desmin negative 
areas desmin immuno-staining in brown (x260) and quantitative analysis of desmin negative areas (F) 
MyoG mRNA expression was quantified via RT-qPCR. NS: not significant, Mann Whitney test.  
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VII. Perspectives de l’étude 

 

Notre étude a permis tout d’abord de révéler que Shh endogène ne favorise pas 

l'angiogenèse post-ischémie. Au contraire, l'absence de Shh conduit à une 

inflammation tissulaire ischémique aberrante et à une angiogenèse transitoire 

accrue. 

 

Par ailleurs notre étude a démontré que l'ischémie critique de membre inférieur chez 

l’homme est associée à des capillaires dysfonctionnels plutôt qu'à une diminution de 

la densité capillaire. L'amélioration du dysfonctionnement endothélial chez la souris 

améliore la perfusion musculaire squelettique et prévient la myopathie ischémique.  

 

La présente étude identifie un nouvel acteur de la fonction endothéliale, Dhh, une 

cible en aval de Klf2. Nous démontrons que chez l'adulte, Dhh est exprimé dans les 

CE et que son expression, ainsi que celle de Klf2, est régulée positivement par les 

contraintes de cisaillement mais régulée négativement par les cytokines 

inflammatoires.  

 

De plus, une carence en Dhh induit une activation des CE et une fuite capillaire en 

raison d'une altération des jonctions adhérentes. Étant donné que les agonistes de 

Dhh peuvent améliorer la fonction des CE dans des conditions de glucose ou 

d'inflammation élevés, nous avons émis l'hypothèse que l’ICC est le résultat d'un 

dysfonctionnement des microvaisseaux, plutôt qu'une diminution de la densité 

capillaire - une hypothèse qui a été confirmée par notre évaluation des biopsies de 

muscle humain en ICC.  

 

Enfin, in vitro et dans des modèles précliniques, en utilisant des agonistes Dhh 

actuellement disponibles, nous démontrons que l'amélioration de la fonction des CE 

par un agoniste de Dhh est une stratégie efficace pour améliorer la perfusion et la 

réparation des muscles ischémiques. 
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1. Perspectives fondamentales 

 
Alors que les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-tendant les effets 

vasculaires de la signalisation Hh restent insaisissables, certains consensus 

apparaissent. L'étanchéité de la barrière endothéliale induite par Hh semble 

dépendre de l'activation de la signalisation Hh dans les CE elles-mêmes. Cependant, 

certains mécanismes restent à élucider. En effet, la différenciation de l'angioblaste 

dépendrait directement de l'activation des CE par les ligands Hh (Hochman et al. 

2006b) et la différenciation artérielle induite par Hh serait soit dépendante de la 

régulation positive de VEGFA dans une autre cellule (Nathan D. Lawson, Vogel, et 

Weinstein 2002), soit une conséquence directe de l’activation de la signalisation Hh 

dans les CE (Williams et al. 2010b).  

 

Jusqu'à présent, très peu d'études ont utilisé des souris KO conditionnelles 

spécifiques de cellules pour étudier la régulation Hh de la biologie des vaisseaux 

sanguins, ce qui limite la précision des connaissances mécaniques. Cependant, des 

études utilisant des souris Smo KO spécifiques à la CE montrent que la vascularisation 

du poumon embryonnaire (Andrew C. White, Lavine, et Ornitz 2007) et l'angiogenèse 

post-ischémie de patte chez les souris adultes n'impliquent pas l'activation de la 

signalisation Hh dans les CE (M.-A. Renault, Chapouly, et al. 2013; Gupta et al. 

2018b), contrairement à l'étanchéité endothéliale induite par Hh dans le système 

nerveux (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011; Chapouly et al. 2016b). Plusieurs études in 

vitro ont rapporté que le traitement des CE par des ligands Hh favorisait la migration 

des CE (M.-A. Renault et al. 2010; Hochman et al. 2006b; Soleti et al. 2009b; Q.-W. 

He et al. 2013a; Ariel H. Polizio et al. 2011), leur prolifération (Q.-W. He et al. 

2013b) et la morphogenèse capillaire (M.-A. Renault et al. 2010; Steven A. Vokes et 

al. 2004; Azzi et al. 2015b; Soleti et al. 2009b; Pilar Chinchilla et al. 2010; Q.-W. He 

et al. 2013b), suggérant que les ligands Hh peuvent favoriser l'angiogenèse via une 

action directe sur les CE, au moins dans certains organes ou conditions. 

 

De plus, alors que VEGFA semble être le principal effecteur de l'angiogenèse induite 

par Hh, l'étude de la régulation de l'expression de VEGFA par la signalisation Hh a 

été mal étudiée et limitée aux cellules cancéreuses et même si la plupart des études 

s'accordent à dire que la signalisation Hh est pro-angiogénique, plusieurs données 
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contradictoires existent. En effet, la signalisation Hh endogène s'est d'abord avérée 

favoriser l'angiogenèse post-ischémie et l'administration systémique d'anticorps anti-

Hh s’est avérée diminuer les niveaux d'ARNm de VEGFA et la reperfusion des 

membres ischémiques (Roberto Pola et al. 2003). Cependant, le KO de Gli3 qui, au 

contraire, induit une activité accrue de la signalisation canonique Hh, s'est 

également avéré altérer la reperfusion des membres ischémiques (M.-A. Renault et 

al. 2009; M.-A. Renault, Vandierdonck, et al. 2013, 3). Conformément à ces deux 

dernières études, nous venons de démontrer que la carence en Shh est associée à 

une régulation positive indirecte de VEGFA et à une angiogenèse accélérée post-

ischémie. Par conséquent, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour 

comprendre pleinement le rôle de la signalisation Hh endogène dans le membre 

ischémique. Par exemple, il serait intéressant de comparer l'activité de 

signalisation Hh chez les souris auxquelles seraient administrés des anticorps 

bloquant Hh à celle de souris déficientes pour Shh en utilisant des souris avec 

gènes rapporteurs afin de pouvoir quantifier l'activité de la signalisation Hh et 

l'expression de VEGFA dans différents types de cellules.  

 

Par ailleurs, les mécanismes sous-jacents à l'action de Hh sur le système vasculaire 

restent mal compris également en raison du manque d'anticorps fiables, 

spécifiques et sensibles qui pourraient être utilisés pour détecter l'expression 

des ligands et récepteurs Hh afin de pouvoir identifier correctement les cellules 

productrices mais également réceptrices dans la signalisation Hh. Ainsi, les 

anticorps anti-Shh les plus utilisés reconnaissent également Ihh et Dhh; c'est le cas 

des anticorps de lapin anti-Shh (Santa-Cruz, sc-9024), des anticorps de chèvre anti-

Shh (Santa-Cruz, sc-1194) et des anticorps de souris anti-Shh (5E1, DHSB)). De ce 

fait, les effets vasculaires induits par les ligands Hh ont été principalement attribués 

à Shh, alors que ce n'est peut-être pas le cas. Par exemple, Shh a été suggéré comme 

étant celui qui favorise l'étanchéité de la BHE à la fois dans des conditions 

physiologiques et pathologiques (Jorge Ivan Alvarez et al. 2011), tandis qu'une étude 

récente de séquençage d'ARN sur cellules isolées montre que c’est Dhh, et non pas 

Shh ou Ihh, qui est exprimé dans l'unité gliovasculaire du cerveau adulte en 

conditions physiologiques (Vanlandewijck et al. 2018). 
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2. Perspectives cliniques 

 

La FDA précise qu’une amélioration significative de la survie sans amputation 

majeure sera nécessaire pour obtenir une autorisation de mise sur le marché, ce qui 

a découragé le développement de nouveaux médicaments dans l’indication  d’ICC 

par l’industrie pharmaceutique (Cooke et Losordo 2015). Notre étude, par une 

meilleure compréhension des mécanismes physio-pathologiques sous-jacents à l’ICC, 

a permis d’identifier la dysfonction endothéliale comme une nouvelle cible 

thérapeutique, notamment chez les patients diabétiques. Les essais thérapeutiques 

préliminaires ciblant la voie Hh semblent prometteurs à ce niveau, cependant, il 

reste nécessaire de mieux préciser l’implication de cette voie chez l’homme, 

idéalement par le biais d’études histologiques et de l’expression protéique. Par 

ailleurs, il existe un besoin réel d’utilisation de nouvelles techniques d'imagerie de 

flux avec une résolution suffisante, comme l’imagerie par résonnance magnétique 

(IRM) de perfusion, pour permettre de mieux comprendre ces éventuels déficits de 

perfusion capillaire et pouvoir mesurer l’éventuel bénéfice obtenu par la mise en 

place d’une thérapie.  

 

De plus, même si la thérapie SAG semble permettre de s’affranchir du phénomène 

d’angiogenèse, la voie Hh reste une voie de signalisation impliquée dans certains 

cancers. Des études supplémentaires sont nécessaire afin de pouvoir déterminer si 

l’utilisation d’agonistes de Smo et non des ligands Hh, pourrait permettre de 

découpler les effets thérapeutiques de la voie en Hh de leurs potentiels effets 

carcinogènes (Dellovade et al. 2006).  

 

Comme mentionné dans le chapitre précédent, la disponibilité d’anticorps 

spécifiques de la voie Hh est un pré-requis nécessaire pour comprendre pleinement 

les mécanismes qui conduisent à l’activation de la voie Hh dans les lésions tissulaires 

post-ischémie, d’une part parce que le rôle de la signalisation Hh endogène est 

encore incertain et discordant et d’autre part en raison du potentiel carcinogène de 

Shh. C'est pourquoi il est nécessaire de concevoir des thérapies ciblant des 

molécules de signalisation spécifiques qui favoriseraient la revascularisation des 

tissus ischémiques mais pas la carcinogenèse. 
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Ainsi, de récentes études ont pu mettre en évidence des divergences intéressantes 

entre les mécanismes d’action médiés par le SAG et le GSA-10 (autre agoniste de 

Smo). En effet, in vitro, le GSA-10 ne stimule pas la prolifération des cellules 

granulaires du cervelet, et son effet sur la différenciation des cellules n’est pas lié 

à une augmentation de la transcription Gli1 (Gorojankina et al. 2013). De plus, cette 

molécule bloque l'activité luciférase Gli-dépendante induite par le SAG, ce qui 

suggère qu'elle joue également le rôle d'un antagoniste de la voie canonique de la 

signalisation Hh (Gorojankina et al. 2013). 

 

Pour l’instant il n’existe aucune donnée concrète permettant de déterminer le type 

d’agoniste le mieux adapté pour une utilisation clinique (protéine Hh recombinante, 

thérapie génique, ou petite molécule agoniste de Smo). D’autre part, il est essentiel 

de pouvoir déterminer la dose et la durée de traitement optimales (les effets sont-

ils perdus ou non lors de l’arrêt d’administration de l’agent thérapeutique ?) mais 

surtout le mode de délivrance le plus adapté : injection intramusculaire ou 

administration intra-artérielle/intra-collatérale. Enfin, l'évolution de l’ingénierie 

tissulaire et la nanotechnologie sont en pleine évolution et permettront peut-être 

une administration de médicaments plus localisée, afin de maximiser leur action et 

de minimiser les effets systémiques (Gotsman et Lichtman 2007), par le biais par 

exemple de l’utilisation de ballons actifs. 
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A. Mesure de la surface marquée par l’albumine  
 

 
 

Immuno-marquage Albumine (rouge) au grossissement x20 après application de la méthode de 
seuillage « Triangle » permettant de contourer ensuite les zones Albumine positives et de 
mesurer leur surface à l’aide du logiciel Image J  

 

B. Mesure du nombre d’éléments marqués  
 

 
 
Exemple d’immuno-marquage CD31(marron) au grossissement x20 à gauche et au grossissement 
x260 dans l’encadré à droite. La coupe est balayée dans le sens horaire de façon systématique 
afin de parcourir toute sa surface, 10 photos par coupe ont été prises au total. Dans l’encadré 
on peut voir la sensibilité de détection du logiciel Image J après réalisation de la macro 
adaptée (les éléments comptés apparaissent en rouge entouré de bleu)  
 

Annexe 1. Mesures après immunomarquage 
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RESUME 

ROLE DE LA VOIE HEDGEHOG DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ISCHEMIE CRITIQUE DE MEMBRE INFERIEUR 
ET LE MAINTIEN DE L’INTEGRITE ENDOTHELIALE 

La prévalence du diabète et de l’ischémie critique chronique (ICC) est en constante augmentation. Ces 
pathologies demeurent incurables et souvent intriquées. Des résultats suggèrent que la signalisation Hedgehog 
(Hh) participe au maintien de l'intégrité des microvaisseaux, et une régulation négative de Desert Hh (Dhh) est 
associée aux facteurs de risque cardiovasculaires, tels que l'âge, le diabète et l'obésité. 
 
L’objectif principal de cette thèse était d’explorer les mécanismes physiopathologiques conduisant à l’ICC avec 
pour hypothèse que la protéine Dhh dérivée de l'endothélium est essentielle au maintien de l'intégrité vasculaire. 
 
Nous avons démontré que Sonic Hh (Shh) endogène ne favorise pas l'angiogenèse post-ischémie et que l'absence 
de Shh conduit à une inflammation tissulaire ischémique aberrante et à une angiogenèse transitoire accrue. Chez 
l’homme, l'ICC était associée à des capillaires dysfonctionnels plutôt qu'à une diminution de la densité capillaire 
et Dhh était exprimé dans les cellules endothéliales (CE). Chez la souris, une carence en Dhh induisait une 
activation des CE et une fuite capillaire en raison d'une altération des jonctions adhérentes. L'agoniste de la 
signalisation Dhh améliorait significativement la fonction des CE sans favoriser l'angiogenèse, ce qui améliorait 
par la suite la perfusion musculaire.  
 
Ainsi, la restauration de la fonction des CE conduit à une récupération significative de la perfusion et de la 
réparation musculaire dans un contexte d’ICC de membre. La voie Hh, et plus particulièrement Dhh, semble être 
une cible thérapeutique prometteuse pour prévenir le dysfonctionnement endothélial impliqué dans les 
pathologies vasculaires ischémiques. 
 
Mots-clés : Signalisation Hedgehog ; vaisseaux ; cellules endothéliales ; Ischémie critique de membre ; 
Dysfonction endothéliale ; Diabète 

_______________________________________________________ 

ROLE OF THE HEDGEHOG SIGNALLING PATHWAY IN THE PHYSIOPATHOLOGY OF CRITICAL LIMB ISCHEMIA 
AND THE MAINTENANCE OF ENDOTHELIAL INTEGRITY 

The prevalence of diabetes and critical limb ischemia (CLI) is steadily increasing. These pathologies remain 
incurable and often intertwined. Results suggest that Hedgehog (Hh) signaling is involved in maintaining 
microvessel integrity, and downregulation of Desert Hh (Dhh) is associated with cardiovascular risk factors, 
such as age, diabetes, and obesity. 

The main objective of this thesis was to explore the pathophysiological mechanisms leading to CLI with the 
hypothesis that endothelial Dhh is essential for the maintenance of vascular integrity. 

We have shown that endogenous Sonic Hh (Shh) does not promote post-ischemic angiogenesis and that the 
absence of Shh leads to aberrant ischemic tissue inflammation and increased transient angiogenesis. In 
humans, CLI was associated with dysfunctional capillaries rather than a decrease in capillary density, and Dhh 
was expressed in endothelial cells (EC). In mice, Dhh knockdown was associated with EC activation and 
capillary leakage secondary to the alteration of adherent junctions. Dhh's agonist significantly improved EC 
function without promoting angiogenesis, which subsequently improved muscle perfusion. 

Thus, restoration of EC function leads to a significant recovery of perfusion and muscle repair in the context of 
CLI. The Hh signaling pathway, and more particularly Dhh, appears to be a promising therapeutic target for 
preventing the endothelial dysfunction involved in ischemic vascular pathologies.  
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