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INTRODUCTION 
 

Après la découverte du monoxyde d’azote (NO) ainsi que des autres médiateurs 

endothéliaux induisant une vasodilatation ou une vasoconstriction1–7, l’endothélium a été 

identifié comme un organe à part entière intervenant directement dans la régulation de la 

pression artérielle. Aujourd’hui, l’implication de l’endothélium est élargie à de nombreux 

processus physiologiques et physiopathologiques, au-delà même de ses fonctions primaires 

puisqu’il joue un rôle dans les phénomènes d’inflammation, d’angiogenèse, de prolifération de 

cellules musculaires lisses et de catabolisme et de métabolisme de nombreux médiateurs 

notamment hormonaux8 (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : Les multiples fonctions de l’endothélium. 

 

Basés sur des études approfondies de la littérature scientifique, les travaux réalisés 

durant cette thèse ont permis d’étudier l’endothélium sous deux facettes. Tout d’abord, à travers 

la thématique de l’exposition à des toxiques environnementaux, les mécanismes angiogéniques 

ont été étudiés. Ainsi, l’effet du N,N-diethyl-m-toluamide (DEET), un répulsif anti-moustiques 

très utilisé partout dans le monde, a été évalué sur cellules endothéliales ainsi que sur des 

modèles animaux. Ensuite, la dysfonction endothéliale dans le cadre du diabète de type 1 (DT1) 

a fait l’objet d’une seconde étude. Plus précisément, les rôles du stress du réticulum 

endoplasmique (RE) et de la protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) dans la dysfonction 

endothéliale induite par le DT1 ont été évalués in vitro et in vivo.  
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 
 

PREMIERE PARTIE : LA CELLULE ENDOTHELIALE 

 

Les cellules endothéliales sont des cellules de forme allongée et d’une taille variant de 

0,10 à 0,20 µm de large et 100 à 200 µm de long. Elles constituent une paroi interne unicellulaire 

présente au niveau des vaisseaux sanguins, lymphatiques et de la cavité cardiaque appelée 

endothélium. L’endothélium étant le seul épithélium en contact direct et permanent avec le 

sang, son rôle physiologique a longtemps été réduit aux processus d’hémostase. Cette 

particularité lui confère des propriétés uniques dans la régulation de l’agrégation plaquettaire 

et de la coagulation.  

Au niveau embryologique, les cellules endothéliales sont dérivées des progéniteurs 

endothéliaux (ou angioblastes) provenant à l’origine du mésoderme. Elles vont être parmi les 

premières cellules à se différencier afin de former l’aorte dorsale, le premier vaisseau capillaire 

permettant la réception puis la circulation des cellules sanguines nouvellement différenciées9,10. 

Ce capillaire va ensuite s’étendre afin de rejoindre le cœur d’un côté et de l’autre se diviser en 

différentes branches de façon à former le réseau vasculaire alimentant les autres cellules en 

cours de différenciation. Durant l’embryogenèse mais également la fœtogenèse puis tout au 

long de la vie, le développement du réseau vasculaire sera médié par les cellules endothéliales 

afin d’alimenter les différents organes. Il est estimé qu’à l’âge adulte, le corps humain contient 

entre 1010 et 1013 cellules endothéliales constituant un organe pesant près d’un kilo11. 

Cette première partie situe d’abord l’endothélium au sein de l’organisme en abordant 

l’histologie des vaisseaux, puis la physiologie de la cellule endothéliale. Enfin, les principales 

pathologies faisant intervenir l’endothélium seront détaillées.  

 

1 - Histologie des vaisseaux 

Grâce notamment au transport d’oxygène, de nutriments et de molécules de 

signalisation, à l’évacuation de déchets et à la circulation de cellules de l’immunité, le système 

vasculaire maintient l’homéostasie tissulaire. Il est constitué d’artères, de veines et de 

capillaires. 
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Les artères sont des vaisseaux sanguins qui conduisent le sang provenant du cœur vers 

les autres organes. Hormis l’artère pulmonaire, toutes les artères transportent du sang 

préalablement oxygéné par les poumons. L’hémoglobine du sang artériel est ainsi saturée à plus 

de 95 % en oxygène12. Etant directement situées en aval du cœur, les artères permettent 

l’avancée de l’onde de pouls. La pression artérielle est ainsi mesurée à partir de cet organe. 

Elles sont constituées d’une couche musculaire importante permettant la vasoconstriction et la 

vasodilatation. Les artères ont donc un rôle important dans la régulation de la pression artérielle 

(Figure 2). 

Les veines sont des vaisseaux sanguins qui conduisent le sang des organes vers le cœur. 

A l’exception de la veine pulmonaire, le sang transporté par les veines est peu oxygéné, son 

hémoglobine étant saturée entre 60 et 80 % en oxygène12. Les veines ont un potentiel de 

vasomotricité quasiment nul à cause de leur faible couche musculaire. Cependant, elles sont 

dotées de valves qui permettent d’éviter le reflux sanguin, dirigeant ainsi le sang à sens unique 

des tissus vers le coeur12 (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Différence de structures histologiques entre les artères et les veines. 

Le réseau de capillaires quant à lui permet de faciliter les échanges entre les composants 

du sang et les tissus. Ce sont des petits vaisseaux sanguins d’un diamètre ne dépassant pas         

10 µm, composés essentiellement de l’endothélium, d’une lame basale externe et de cellules 

périphériques, dans ce cas, des péricytes (Figure 4). 
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Figure 4 : Structure histologique d’un capillaire. 

 

2 - Physiologie de l’endothélium 

L’endothélium est donc le constituant commun de tous les vaisseaux sanguins de 

l’organisme. Cependant, la physiologie et par conséquent le phénotype des cellules 

endothéliales diffèrent selon leur localisation d’une part au niveau de l’arbre vasculaire et 

d’autre part selon les organes. 

a) Différents endothéliums 

L’endothélium peut être classé en trois grandes catégories : l’endothélium continu non 

fenestré, qui constitue principalement l’endothélium des artères et des veines, l’endothélium 

continu fenestré, qui constitue la grande majorité de l’endothélium des capillaires et 

l’endothélium discontinu qui est particulier aux sinus hépatiques et peut être retrouvé au sein 

de la vascularisation tumorale13.  

L’endothélium continu non fenestré 

L’endothélium continu non fenestré est composé de cellules endothéliales jointes par des 

jonctions serrées (zona occludens). Le transport des molécules de part et d’autre de 

l’endothélium s’effectue principalement par des mécanismes de transcytose impliquant les 

cavéoles. L’eau ainsi que les petites molécules solubilisées traversent difficilement 

l’endothélium en empruntant des voies paracellulaires. Le transport des ions et des molécules 

plus volumineuses non prises en charge par les cavéoles s’effectue par le biais de canaux 

transendothéliaux. 
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L’endothélium continu fenestré 

L’endothélium continu fenestré, grâce à des jonctions d’ancrage et communicantes, est 

quant à lui plus perméable que l’endothélium continu non fenestré. Le transport passif de l’eau 

et des molécules étant facilité, la transcytose n’intervient quasiment pas. Les cavéoles sont très 

peu présentes. La présence d’un diaphragme jouant le rôle de filtre empêche cependant le 

passage des grosses molécules ainsi que de l’albumine. 

L’endothélium discontinu 

L’endothélium discontinu est caractérisé par la présence de fenêtres sans diaphragme 

constituant de véritables trous. L’eau et les grosses molécules peuvent traverser librement la 

paroi endothéliale. Les cellules endothéliales expriment des clathrines favorisant également un 

transport impliquant les phénomènes d’endocytose. Cet endothélium, très particulier, n’est 

retrouvé que dans certaines conditions comme au niveau des sinus hépatiques13 (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Les structures de l’endothélium et leur perméabilité. 

L’endothélium des artères 

Les artères sont revêtues majoritairement d’un endothélium continu non fenestré. Les 

cellules endothéliales y sont allongées et alignées dans le sens du flux sanguin. Elles sont jointes 

par des jonctions serrées et participent activement à la régulation de la pression artérielle en 

sécrétant des médiateurs physiologiques qui peuvent faire varier le tonus vasculaire (voir plus 

bas). Les embranchements artériels et les grandes courbures sont exposés à un flux pouvant être 

perturbé et non linéaire entrainant un risque d’inflammation, de coagulation et 

d’athérosclérose13,14. Les cellules endothéliales y sont moins fréquemment en phase de 

quiescence et participent aux mécanismes de mise en place de ces pathologies. Au niveau 

moléculaire, les cellules endothéliales artérielles expriment spécifiquement, entre autres, des 

gènes codant pour la neuropiline 1 (NRP1) et Delta-like ligand 4 (Dll4), des médiateurs 

intervenant dans les processus d’angiogenèse15–17. 
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L’endothélium des veines 

Bien que l’endothélium des veines soit principalement continu non fenestré comme celui 

des artères, les cellules endothéliales veineuses sont plus petites et plus larges, sans forcément 

être orientées dans le sens du flux13,14. Elles sont également moins épaisses et leurs jonctions 

peuvent être interrompues par des valves qui permettent d’éviter le reflux en maintenant une 

circulation uni sens. L’insuffisance valvaire peut conduire à une inflammation des veines ainsi 

qu’à une stase pouvant mener à une thrombose18–20. De plus, lorsque les veines sont soumises 

à un flux artériel, elles acquièrent des propriétés similaires aux artères. En effet, leur paroi s’en 

retrouve augmentée, la perméabilité vasculaire y est diminuée et les cellules endothéliales 

produisent des médiateurs physiologiques artériels tels que le NO21,22. La morphologie ainsi 

que la physiologie des cellules endothéliales s’adaptent en fonction de leur environnement. Ces 

études ont permis de mettre en évidence l’adaptabilité de l’endothélium grâce notamment aux 

grandes propriétés de plasticité des cellules endothéliales. 

L’endothélium des capillaires 

Comme les capillaires sont le principal lieu d’échange de molécules au niveau de la 

circulation, leur endothélium est plus perméable que celui des artères et des veines grâce à la 

présence de fenestrations voire de discontinuités. Du fait de la très fine paroi des capillaires, les 

propriétés de l’endothélium dépendent fortement de leur microenvironnement, c’est à dire des 

organes avec lesquels ils réalisent les échanges. Au niveau musculaire, l’oxygène, le glucose 

ainsi que les déchets azotés sont les principales substances échangées. Les capillaires 

pulmonaires sont majoritairement dédiés aux échanges de dioxygène (O2) et de dioxyde de 

carbone (CO2) gazeux tandis qu’au niveau hépatique, les capillaires représentent les sinus 

hépatiques et effectuent les échanges entre le sang oxygéné provenant de l’artère hépatique et 

le sang riche en nutriments provenant de la veine porte. Au niveau rénal, les capillaires 

glomérulaires constituent le filtre des molécules en fonction de leur taille et de leur charge alors 

que les capillaires des tubules distaux et proximaux permettent une réabsorption du filtrat 

glomérulaire13,14. Il existe donc une grande hétérogénéité de cellules endothéliales à l’échelle 

du capillaire. 
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L’endothélium des tumeurs 

Enfin, les cellules endothéliales sont également impliquées dans les phénomènes de 

vascularisation de tumeurs. Les cellules endothéliales tumorales (CETs), très irrégulières en 

forme et en taille, constituent dans ce cas l’endothélium tumoral23. Celui-ci comporte de 

nombreuses fenestrations et discontinuités qui sont particulièrement impliquées dans les 

phénomènes de migration de cellules tumorales ou métastase23. La vascularisation tumorale 

s’effectuant de façon très anarchique, il en résulte une faible irrigation qui permet d’entretenir 

l’hypoxie au sein de la tumeur. En réponse à cette hypoxie, les cellules tumorales et les CETs 

vont sécréter en grande quantité des médiateurs pro-angiogéniques tels que le vascular 

endothelial growth factor (VEGF) ainsi que des protéines impliquées dans les processus 

d’adhésion, de migration, de prolifération et des protéines de dégradation de la matrice. Selon 

leur localisation, le développement tumoral ainsi que la nature de la tumeur, les CETs peuvent 

présenter de nombreux phénotypes différents et exprimer de nombreuses protéines 

différentes23,24.  

Les études récentes des cellules endothéliales ont donc permis de mettre en évidence leur 

grande hétérogénéité selon leur localisation dans l’arbre vasculaire, remettant ainsi en cause 

l’image de la quiescence de l’endothélium d’avant les années 2000. Cette hétérogénéité 

endothéliale ouvre de nombreuses perspectives d’étude de l’endothélium trouvant son 

application dans les diverses pathologies vasculaires et cancéreuses. 

b) Physiologie moléculaire de l’endothélium 

L’endothélium permet de maintenir l’homéostasie vasculaire et de réguler le tonus des 

vaisseaux grâce à la sécrétion de facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs.  

Les facteurs vasodilatateurs 

Les facteurs vasodilatateurs endothéliaux sont le NO, le facteur hyperpolarisant dérivé de 

l’endothélium (EDHF) et les prostaglandines I2 et E2 (PGI2 et PGE2). Le NO est le médiateur 

physiologique vasodilatateur le plus puissant1. Il est produit à partir de la L-arginine par la NO 

synthase endothéliale (eNOS). Après diffusion dans la cellule musculaire lisse, le NO active la 

guanylate cyclase soluble (GCs) ce qui entraine une augmentation de la production du guanylate 

monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc induit une activation de la protéine kinase G 

(PKG), enzyme permettant une relaxation des cellules musculaires lisses à travers une 
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hyperpolarisation, une diminution de la concentration calcique intra cytosolique et la 

déphosphorylation des chaines légères de myosine.  

L’EDHF quant à lui ne serait pas une seule molécule mais un groupe de molécules incluant 

notamment des acides époxyeicosatriénoïques (EETs) qui jouent un rôle important dans la 

physiopathologie de l’endothélium. En effet, il a été rapporté dans un modèle de souris obèses 

résistantes à l’insuline que les EETs prévenaient les altérations cardiaques ainsi que la 

dysfonction endothéliale induite par un régime riche en graisse25. L’EDHF comprend également 

le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le monoxyde de carbone (CO), le sulfure d’hydrogène (H2S), 

le peptide natriurétique de type C ainsi que les ions potassiques K+ 26–28. Ces molécules peuvent 

activer les canaux potassiques calcium-dépendant (BKCa) de la membrane plasmique des 

cellules musculaires lisses conduisant alors à une hyperpolarisation.  

Enfin, PGI2 et PGE2, prostaglandines produites par les cyclooxygénases à partir de l’acide 

arachidonique, peuvent activer son récepteur (IP) au niveau membranaire de la cellule 

musculaire lisse. Etant couplé à une protéine Gs, l’activation de ce récepteur entraine une 

activation de l’adénylate cyclase (AC) qui va conduire à une augmentation de la production 

d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc, comme le GMPc, induira une 

relaxation des cellules musculaires lisses par le biais de la PKG. 

L’un des principaux régulateurs du tonus vasculaire au niveau endothélial est le « shear 

stress » qui constitue les contraintes de cisaillement. Le shear stress est une force de friction 

exercée sur l’endothélium par le flux sanguin. Ces forces provoquent l’ouverture des canaux 

calciques de type L situés sur la membrane plasmique des cellules endothéliales induisant une 

augmentation de la concentration calcique intra cytosolique. L’augmentation du calcium intra 

cellulaire entraine une activation de la eNOS et par conséquent, une production de NO mais 

également une activation de la phospholipase A2 (PLA2), le précurseur de l’acide 

arachidonique ainsi que la production de molécules de l’EDHF telles que l’H2O2 par les 

oxydases. De plus, le shear stress induit également une activation des Tyrosine Kinases (TKs) 

conduisant à une activation de la eNOS indépendamment du Ca2+ via la voie PI3K/Akt29–32. 

Cette voie calcium indépendante d’activation de la eNOS par le shear stress semble majoritaire 

par rapport à la voie calcium dépendante29,30,32. Même si la vasodilatation médiée par le shear 

stress implique principalement le NO, l’endothélium produit de façon permanente les trois 

facteurs vasodilatateurs.  
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Par ailleurs, les innervations parasympathiques des artères permettent, après stimulation, un 

relargage de l’acétylcholine au niveau vasculaire. L’acétylcholine entraine une augmentation 

de la concentration calcique intra cytosolique après activation du récepteur cholinergique le 

plus exprimé au niveau endothélial : le récepteur muscarinique de type 3 (M3)33. En effet, 

couplé à une protéine Gq, l’activation de M3 entraine une activation de la PLA2 qui va 

transformer le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol trisphosphate (IP3). Ce 

dernier agira sur son récepteur au niveau du réticulum endoplasmique et entrainera un relargage 

du calcium au niveau cytosolique (Figure 6). 

 

Figure 6 : Voies moléculaires impliquées dans la relaxation des vaisseaux. 
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Les facteurs vasoconstricteurs 

Les cellules endothéliales peuvent également produire des facteurs induisant une 

contraction comme l’endothéline (ET), le thromboxane A2 (TXA2) et l’uridine adénosine 

tétraphosphate (UP4A). Il existe trois isoformes de l’endothéline (ET-1, ET-2, ET-3), petits 

peptides composés de 21 acides aminés. L’ET est considérée comme le facteur vasoconstricteur 

physiologique le plus puissant34,35. Elle est produite suite à l’activation de son gène au niveau 

endothélial et peut agir sur ses deux récepteurs ETA et ETB, au niveau de la membrane des 

cellules musculaires lisses des vaisseaux. ETA et ETB sont couplés à une protéine Gq. Leur 

activation entraine une augmentation de la concentration calcique intra cytosolique. Malgré la 

présence de ETB au niveau endothélial, entrainant par conséquent une production de NO et de 

PGI2, l’effet vasoconstricteur est prédominant36. 

Le TXA2 provient du PGH2 qui dérive lui-même de l’acide arachidonique (AA) après 

oxydation par les cyclooxygénases (COXs). Bien que la prostanglandine H2 (PGH2) soit 

métabolisée en de nombreuses autres prostaglandines identifiées comme régulant le tonus 

vasculaire37, le TXA2 reste la principale prostaglandine vasoconstrictrice38. Il agit sur son 

récepteur (TR, thromboxane receptor) au niveau des cellules musculaires lisses qui est couplé 

à une protéine Gq. Il est produit en réponse à l’ADP et à l’ET-138,39. 

L’UP4A est un dinucléotide non peptidique dérivé de l’endothélium qui a été récemment 

identifié comme ayant un rôle dans la régulation fonctionnelle du tonus vasculaire40. L’UP4A 

possède à la fois une partie purique et une partie pyrimidique. La contraction qu’il induit est 

principalement médiée par le purinorécepteur P2X1, même si P2Y2 et P2Y4 sont également 

suspectés d’être impliqués dans son activité vasoconstrictrice38,40. Elle est produite en réponse 

à de nombreux stimuli comme l’Ach, l’ET-1, l’ATP, l’UTP et le shear stress38.  

En plus de ces facteurs, les reactive oxygen species (ROS) ont également été identifiées 

comme jouant un rôle dans les régulations de la vasomotricité physiologique. Les ROS sont 

générées en permanence durant l’activité métabolique normale. Cependant, leur surproduction 

peut conduire à un stress oxydant. Les principales ROS intervenant dans les réponses 

vasoactives de l’endothélium sont l’anion superoxyde (O2
•-), le radical hydroxyl (•OH) et le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2). Elles sont des sous-produits de la génération des prostaglandines 

par les COXs, de la eNOS ou encore de la respiration mitochondriale. Elles peuvent directement 

agir comme des facteurs vasocontractants dérivés de l’endothélium ou potentialiser leurs 

réponses en diminuant la biodisponibilité du NO et activer les COXs endothéliales41–44.  
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Equilibre entre facteurs dérivés de l’endothélium vasodilatateurs et vasoconstricteurs 

 L’activation physiologique des cellules endothéliales par divers stimuli physiques ou 

via des médiateurs physiologiques conduit à la production simultanée de facteurs 

vasodilatateurs et vasoconstricteurs. Ces facteurs endothéliaux exercent un effet opposé sur les 

cellules musculaires lisses. Ils participent au contrôle du tonus vasculaire et par conséquent à la 

régulation de la pression artérielle. A l’état physiologique, la production de ces différents 

facteurs est constamment balancée afin de maintenir une pression artérielle stable. 

L’endothélium, simple couche unicellulaire de la paroi interne des vaisseaux, est donc un 

organe majeur du système cardiovasculaire jouant un rôle prépondérant dans la régulation de la 

pression artérielle (Figure 7). 

 

Figure 7 : Equilibre à l’état physiologique entre les facteurs dérivés de l’endothélium 

vasoconstricteurs et vasodilatateurs. 
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c) Pathologies liées à l’endothélium 

Des dommages causés au niveau des cellules endothéliales peuvent déstabiliser la balance 

des facteurs dérivés de l’endothélium en faveur des facteurs vasoconstricteurs. Ce déséquilibre 

peut être dû à une surproduction de facteurs vasoconstricteurs ou à une diminution de la 

production ou de l’effet des facteurs vasodilatateurs. Ce phénomène a pour conséquence une 

diminution de la relaxation des vaisseaux induite par l’Ach et est appelé dysfonction 

endothéliale. 

La dysfonction endothéliale est un marqueur précoce devançant l’apparition de pathologies 

cardiovasculaires. Elle a par exemple été identifiée comme marqueur précoce de 

l’athérosclérose, une pathologie asymptomatique caractérisée par le dépôt de plaques 

d’athérome dans les parties intima et media des grosses artères45–47. Par ailleurs, les principaux 

facteurs de risque de maladies cardiovasculaires comme l’hypertension, 

l’hypercholestérolémie, le diabète et le tabac sont associés à une dysfonction 

endothéliale45,46,48,49. De plus, la dysfonction endothéliale est corrélée positivement avec les 

marqueurs classiques de l’inflammation comme la protéine C réactive (CRP) et le peptide 

cérébral natriurétique (BNP)50,51.  

Ainsi, de nombreuses études montrent une association entre la dysfonction endothéliale et 

les pathologies cardiovasculaires. Même si certains auteurs décrivent un cycle permettant 

d’entretenir chacun des deux phénomènes52,53, les études expérimentales chez l’animal comme 

chez l’Homme tendent à confirmer un rôle causal de la dysfonction endothéliale plus qu’une 

conséquence dans les pathologies cardiovasculaires54. 
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DEUXIEME PARTIE : DEET ET ANGIOGENESE 

 

Chez le sujet sain, les cellules endothéliales sont considérées comme quiescentes et sont 

impliquées dans la régulation de la pression artérielle par la production de médiateurs induisant 

des effets vasoconstricteurs ou vasodilatateurs. Mais en réponse à certains stimuli comme le 

dépôt de la plaque d’athérome, les dommages tissulaires, l’inflammation ou l’hypoxie, les 

cellules endothéliales peuvent s’activer et conduire à un remodelage endothélial55. Le 

remodelage endothélial peut mener, grâce à un processus hautement coordonné de germination 

de cellules endothéliales, à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins56. Ce processus est 

appelé angiogenèse. Dans le cadre de la vascularisation de tumeurs, ce processus est appelé 

angiogenèse tumorale. 

Cette deuxième partie expose dans un premier temps les mécanismes impliqués dans 

l’angiogenèse tumorale. De nombreuses suspicions sont actuellement évoquées concernant 

l’association entre une exposition à des molécules présentes dans l’environnement et une 

augmentation de la croissance tumorale notamment à cause d’un effet pro-angiogénique. En 

effet, l’exposition à des toxiques environnementaux tels que l’arsenic57,58, le cadmium59, le 

bisphénol A60 ou encore la chlordécone61 peut conduire à une activation des processus 

angiogéniques chez les cellules endothéliales pouvant être responsables d’une augmentation de 

la croissance tumorale. Durant ce travail de thèse nous nous sommes, entre autre, intéressés à 

l’effet du DEET, un répulsif anti-moustiques, sur le processus angiogénique. Ainsi, dans un 

deuxième temps, cette partie fait le point sur la littérature concernant ce répulsif anti-

moustiques. 

 

1 - L’angiogenèse 

a) Définition 

L’angiogenèse se définit comme la naissance de nouveaux vaisseaux sanguins 

(néovascularisation) à partir de vaisseaux préexistants. Les vaisseaux formés sont des 

capillaires constitués d’une monocouche de cellules endothéliales sur lesquels peuvent s’ajouter 

des cellules musculaires62. De façon générale, ce processus apparaît lors de la cicatrisation, lors 

de l’atteinte oculaire chez le sujet diabétique (rétinopathie diabétique) ou lors de la croissance 
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tumorale, il s’agit alors d’angiogenèse tumorale. La cellule endothéliale est donc l’acteur 

majeur du processus angiogénique. 

L’angiogenèse se distingue de la vasculogenèse qui est la formation de vaisseaux 

sanguins de novo, à partir de cellules endothéliales progénitrices. La vasculogenèse intervient 

par exemple au cours de l’embryogenèse63.  

L’artériogenèse, quant à elle, est la formation des artères à partir des capillaires. Elle 

intervient secondairement à l’angiogenèse ou à la vasculogenèse64. 

b) Voies de signalisation impliquées dans le processus angiogénique 

Phase de quiescence 

En conditions physiologiques, l’endothélium est en phase de quiescence. Les cellules 

endothéliales ont une longue durée de vie et participent à la régulation de la pression artérielle, 

empêchent l’activation plaquettaire et sont dotées de capteurs de la saturation de l’hémoglobine 

en oxygène afin d’ajuster le flux sanguin en cas d’hypoxie17.  

Au niveau moléculaire, les cellules endothéliales sont liées à la fois à la membrane 

basale et entre elles par de nombreux complexes d’adhésion. Les deux complexes d’adhésion 

principaux retrouvés au sein des cellules endothéliales sont les jonctions d’adhérence et les 

jonctions serrées65. Des molécules d’adhésion cellulaires telles que platelet endothelial cell 

adhesion molecule 1 (PECAM-1 ou CD31) participent également aux jonctions endothéliales 

intercellulaires. 

Les jonctions serrées sont principalement composées de claudines, d’occludines et de 

nectines. Elles permettent un rapprochement des membranes plasmiques des cellules 

endothéliales, diminuent fortement l’espace inter-membranaire et, par conséquent, la 

perméabilité endothéliale65. 

Les jonctions d’adhérences quant à elles sont essentiellement constituées de cadhérines 

de l’endothélium vasculaire (VE-cadhérines). Les VE-cadhérines sont directement liées en 

intracellulaire au cytosquelette et sont régulées par des kinases telles que Src, la protéine kinase 

C (PKC) et la focal adhesion kinase (FAK), par des facteurs de croissance comme le VEGF 

ainsi que par les petites GTPases de la famille de Rap et de Rho66. Tous ces médiateurs 

interviennent donc dans la régulation des jonctions d’adhérence et par conséquent dans 

l’adhésion et la perméabilité endothéliale. 
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La régulation des fonctions d’adhésion endothéliale est un phénomène dynamique et 

complexe qui n’intervient en phase de quiescence que lors du renouvellement naturel des 

cellules endothéliales mais qui est largement activé pendant les différentes phases de 

l’angiogenèse. 

Switch angiogénique 

Lors de la croissance des tumeurs solides, l’apport de nutriments et d’oxygène est 

indispensable pour que les cellules tumorales puissent continuer de se multiplier. La tumeur 

nécessite donc d’être vascularisée si elle veut éviter de rester en état d’hypoxie. Ainsi, en 

réponse à cette hypoxie mais également à l’inflammation liée au microenvironnement tumoral, 

les cellules tumorales vont sécréter des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, 

l’angiopoiétine (ANG) le fibroblast growth factor (FGF) et des chimiokines17. Ces facteurs pro-

angiogéniques constituent un véritable stimulus pour les vaisseaux qui permet de déclencher 

les premières étapes de l’angiogenèse. Cette phase est appelée « switch angiogénique ».  

Augmentation de la perméabilité endothéliale 

En réponse à ce stimulus angiogénique, ce sont les macrophages associés à la tumeur 

qui vont, dans un premier temps, sécréter des métalloprotéinases de la matrice (MMPs)67. 

Celles-ci vont permettre le détachement des péricytes de la membrane basale et de 

l’endothélium. La libération des MMPs va également induire une perte des jonctions serrées et 

d’adhérence des cellules endothéliales68. La perméabilité vasculaire est alors augmentée 

conduisant, notamment avec la vasodilatation induite par le VEGF, à une extravasation 

plasmatique qui formera une matrice extracellulaire (MEC). Cette MEC contiendra les facteurs 

pro-angiogéniques sécrétés par les cellules environnantes et constituera un milieu micro 

environnant pro-angiogénique également appelé angio-compétent17. La composition du milieu 

angio-compétent évoluera au fur et à mesure de l’avancée du processus angiogénique (Figure 

8). 

Recrutement de la cellule distale (tip cell) 

Les cellules endothéliales migrent vers ce milieu angio-compétent et dans un souci de 

réalisation harmonieuse, une seule cellule endothéliale va être sélectionnée afin d’initier le 

bourgeonnement du capillaire17. Cette cellule est appelée cellule distale ou tip cell et comporte 

de nombreux prolongements de type filopodes. D’un point de vue moléculaire, la sélection de 

la tip cell s’effectue d’abord après stimulation du récepteur au VEGF de type 2 (VEGFR2) par 
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le VEGF de type A. Cette activation entraine au sein de cette cellule, d’une part, l’activation de 

la glycolyse par augmentation de l’expression de la 6-PhosphoFructose-2-Kinase/Fructose-2,6-

Bisphosphate 3 (PFKFB3) et d’autre part, l’augmentation de l’expression de Dll4, le ligand du 

récepteur Notch. Il y aurait très certainement une diffusion de Dll4 de la tip cell vers les cellules 

endothéliales voisines entrainant une activation de la voie de signalisation Notch. Cette 

activation de Notch induit alors une diminution de l’expression de PFKFB3 par l’intermédiaire 

du domaine intracellulaire Notch 1 (NICD1), donc une diminution de la glycolyse chez les 

cellules voisines de la tip cell69–71. Ces cellules formeront les cellules d’élongation du capillaire 

ou stalk cell (Figure 8 et 9). 

 

 

Figure 8 : Switch angiogénique et sélection de la tip cell (adapté à partir de Carmeliet 

P et Jain K (2011) Nature). 
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Figure 9 : Mécanismes de différenciation des cellules endothéliales en tip cell et stalk 

cell lors du bourgeonnement angiogénique. 

 

La différenciation des cellules endothéliales en tip cell ou stalk cell fait intervenir en 

premier lieu le VEGF. La voie de signalisation Notch intervient ensuite entrainant une 

différence d’activité de la glycolyse, plaçant ainsi le métabolisme glucidique au cœur du 

processus de bourgeonnement angiogénique69–71. 

Elongation et formation du capillaire 

Les cellules voisines de la tip cell, sous l’influence de la voie de signalisation Notch 

notamment, se différencient en stalk cells. Ces stalk cells vont alors pouvoir se diviser et 

s’aligner derrière la tip cell de façon à former une lumière, et à participer à l’élongation du 

capillaire. Ces comportements cellulaires sont régis au niveau moléculaire par les voies de 

signalisation Notch, WNT-Frizzled, Hedghog et des facteurs de croissance tels que le VEGF, 

le placenta growth factor (PlGF) et le FGF ainsi que le NO17,72. L’élongation du capillaire va 

entrainer une hypoxie endothéliale notamment pour les cellules distales. Celles-ci vont alors 

activer la voie de l’hypoxia inducible factor 1α (HIF-1α) qui va entretenir le processus 

angiogénique au niveau endothélial. Les cellules myéloïdes présentes à proximité du milieu 

angio-compétent vont élaborer un pont entre la tip cell et un capillaire qui finalisera l’élongation 

du capillaire73,74. Ceci entrainera l’initiation de la circulation sanguine au sein du capillaire et 

mettra fin à l’environnement hypoxique17 (Figure 10). 

Les étapes du processus angiogénique font donc intervenir des propriétés d’adhésion et 

de migration des cellules endothéliales. Ces mécanismes cellulaires sont indispensables pour 

l’élongation et la formation du capillaire nouvellement formé. Au niveau endothélial, les 
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protéines régulant l’adhésion et la migration sont activées. Ainsi, des protéines telles que FAK, 

RhoA et Akt peuvent être phosphorylées et/ou augmentées. Les filaments d’actine vont 

également jouer un rôle prépondérant dans la mobilité endothéliale en s’associant entre eux et 

en se liant aux intégrines pour former des fibres de stress. Les processus d’adhésion et de 

migration sont donc hautement coordonnés et régulés par de nombreuses voies cellulaires lors 

de l’angiogenèse. 

 

 

Figure 10 : Elongation du capillaire nouvellement formé (adapté à partir de Carmeliet 

P et Jain K (2011) Nature). 

 

Maturation et maintien de la quiescence du capillaire nouvellement formé 

Une fois la jonction effectuée et la circulation sanguine établie, les péricytes vont venir 

se déposer autour des cellules endothéliales de façon à stabiliser le capillaire. Ce phénomène 

est médié par la présence de facteurs de croissance tels que le platelet-derived growth factor B 

(PDGF-B), le transforming growth factor β (TGF-β), mais également par l’éphrine-B2, l’ANG-

1 et la voie de signalisation Notch17. Puis, sous l’influence du tissue inhibitor of 

metalloproteases (TIMPs) et du plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) la membrane basale 

ainsi que les jonctions inter cellulaires vont progressivement se mettre en place17 (Figure 11). 
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Figure 11 : Stabilisation et maturation du capillaire (adapté à partir de Carmeliet P et 

Jain K (2011) Nature). 

 

L’angiogenèse, à travers le bourgeonnement et l’élaboration de capillaires est donc un 

phénomène complexe hautement coordonné faisant intervenir de nombreuses voies de 

signalisation et processus cellulaires comme l’adhésion, la migration et la prolifération 

endothéliale. Outre ces protéines et voies de signalisation spécifiques de l’angiogenèse, de 

nombreux autres médiateurs ont été identifiés comme jouant un rôle dans la régulation des 

processus angiogéniques comme, par exemple, la CRP monomérique75, une protéine de 

l’inflammation ; le glucagon76, une hormone peptidique intervenant dans le métabolisme 

glucidique ; les micro-RNA77,78 ou encore PTP1B, une tyrosine phosphatase79,80. En effet, il a 

été montré chez la souris que la délétion de PTP1B, qu’elle soit totale comme spécifiquement 

endothéliale, permettait de faciliter l’activation du VEGFR2, participant ainsi, d’une part, à 

l’amélioration de la perfusion cardiaque en post-infarctus, et d’autre part, à la cicatrisation79,80. 
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2 - le N,N-diethyl-m-toluamide (DEET) 

Comme énoncé plus haut, cette deuxième partie fait un état des lieux des connaissances 

actuelles concernant le DEET. 

a) Propriétés physico-chimiques 

Le DEET (CAS : 134-62-3), de formule brute C12H17NO (Figure 12) et de poids 

moléculaire 191,3 g/mol est un liquide incolore, pratiquement inodore, peu soluble dans l’eau 

(≈ 2µg/ml) mais soluble dans de nombreux solvants organiques tels que l’éthanol, le méthanol 

et l’éther81,82. Son coefficient de partage octanol/eau (Log Kow) est compris entre 2,02 et 2,40 

et il a une relativement faible pression de vapeur comprise entre 0,00013 et 0,0017 mmHg à 

25°C81,82. Le DEET a la particularité de solubiliser les matières plastiques. 

b) Historique 

L’émergence des répulsifs anti-moustiques est apparue juste après la Seconde Guerre 

Mondiale. En effet, la forte exposition aux maladies vectorielles des militaires américains 

déployés dans la zone Asie-Pacifique en 1941 les a obligés à prendre des mesures de protection 

contre ces pathologies. En l’absence de traitement, la prévention des piqûres de moustiques 

restait et reste encore la meilleure solution. Le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), un 

insecticide issu de la synthèse organique, a été largement utilisé par les soldats américains 

durant cette période notamment du fait de son importante efficacité83,84. En parallèle, le 

Département de l’Agriculture des USA lançait un programme pour la recherche de nouveaux 

répulsifs anti-moustiques. Après un criblage de plus de 7 000 composés, la structure de type 

N,N-diéthylbenzamide a été identifiée comme ayant un effet répulsif sur les moustiques85. 

Cependant, ce composé induit des irritations cutanées ne permettant pas une utilisation chez 

l’Homme85. Sur la base de ce pharmacophore, 33 dérivés ont été synthétisés et testés. Ainsi, en 

1946, le N,N-diethyl-m-toluamide (DEET) a été identifié comme composé exerçant une forte 

répulsion contre les moustiques sans occasionner d’irritation cutanée83–85.  
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Figure 12 : Structures moléculaires du N,N-diéthylbenzamide (à gauche) et du DEET 

(à droite) 

 

D’abord réservé pour un usage militaire, le DEET a ensuite été mis sur le marché pour 

la population générale aux Etats-Unis en 1957. Ce produit se présentait sous une forme liquide 

contenant du DEET à une concentration de 75% en solution éthanolique. Cependant, le DEET 

solubilise les matières plastiques et est ainsi responsable d’altérations de textiles synthétiques 

ou d’accessoires tels que des bracelets de montre, des lunettes, des élastiques etc… De plus, 

sous un climat chaud et humide, ce qui est souvent le cas dans les régions endémiques des 

maladies vectorisées par les moustiques, son efficacité est réduite du fait de son évaporation et 

il procure une sensation huileuse sur la peau ainsi qu’une odeur désagréable83,84. Devant ces 

inconvénients d’utilisation, et dans l’incapacité de trouver d’autres composés répulsifs 

d’efficacité comparable, le Département de la Défense des Etats-Unis, en collaboration avec la 

compagnie 3M, lance dans les années 1990 un programme de développement d’une nouvelle 

forme galénique du DEET86. Grâce à l’utilisation d’un polymère de type cellulose, cette société 

a mis au point une formulation permettant de limiter l’évaporation du DEET, augmentant ainsi 

sa durée d’action et permettant, de surcroît, d’en diminuer la concentration. De plus, cette forme 

galénique diminue l’absorption cutanée du DEET, ne possède plus de sensation huileuse ni 

d’odeur désagréable et améliore l’effet « water proof »86. Ce produit est toujours utilisé par les 

militaires et est commercialisé aujourd’hui sous le nom Ultrathon®. Il contient du DEET à 33%.  

c) Utilisation, produits commercialisés et réglementation  

Aujourd’hui, plus de 200 millions de personnes utilisent des répulsifs à base de DEET 

ce qui représente entre 2 300 et 3 300 de tonnes de DEET libéré chaque année dans 

l’environnement81,87. Dans le monde, plus de 220 produits contenant du DEET sont 

commercialisés. Les produits commercialisés en France ne contiennent pas plus de 50 % de 
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DEET alors qu’il est possible de trouver des produits en contenant plus de 90 % dans d’autres 

pays tels que les Etats-Unis. 

Les principaux produits contenant au moins 20 % de DEET et commercialisés en France 

sont répertoriés dans le tableau 1. L’OMS conseille d’utiliser des produits contenant du DEET 

à au moins 30 % afin de s’assurer d’une bonne efficacité répulsive contre les moustiques. 

Cependant, les enfants ainsi que les femmes enceintes ne doivent pas utiliser des produits 

contenant du DEET à plus de 30 % à raison de 1 et 3 applications par jour maximum 

respectivement. Les recommandations suivantes sont issues du bulletin épidémiologique 

hebdomadaire du 9 juin 2015 et présentées dans le tableau 1. 

 

Tableau 1 : Recommandations françaises pour l’utilisation des produits à base de DEET. 

 Nombre maximal d’application selon l’âge 

Concentration 
DEET 

Nom commercial A partir 
de 6 mois 

De 6 mois 
à 2 ans 

De 2 ans à 
12 ans 

Plus de 
12 ans 

Femmes 
enceintes 

20 % 
King® gel insectifuge 

Mousticologne® 
1 2 2 3 3 

25 % Insect écran® famille 1 2 2 3 3 

30 % 

Moustidose® lotion répulsive  

Moustifuid® zones à hauts risques 

Prébutix® zone tropicale 

Mouskito travel® 

1 2 2 3 3 

34 % 
Ultrathon® 

Bushman® 
X X X 3 X 

40 % Moustidose® X X X 3 X 

50 % 

Insect écran® zones infestées 

Biovectrol® tropique 

Repel insect® 

X X X 3 X 

 

D’un point de vue réglementaire, le DEET, en tant que répulsif, fait partie de la famille 

des biocides. Les biocides sont des substances ou des préparations destinées à détruire, 

repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, à en prévenir l'action ou à les 

combattre de toute autre manière, par une action chimique ou biologique. Ces biocides sont 

régis par le règlement européen UE N°528/2012 du 22 mai 2012 relatif à leur mise à disposition 

sur le marché et à leur utilisation et applicable depuis le 1er septembre 2013. Ils sont classés en 
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22 types qui sont eux même rassemblés en 4 groupes principaux : les désinfectants, les produits 

de protection (du bois, des plastiques, des fibres…), les produits de lutte contre les nuisibles et 

les autres produits biocides (produits utilisés pour l’embaumement ou les produits 

antisalissure). Le DEET appartient au groupe 3 des produits de lutte contre les nuisibles et au 

type 19 qui inclut les répulsifs et appâts. Désormais, en France, tous les produits contenant du 

DEET doivent recevoir une autorisation de mise sur le marché (AMM) délivrée par le Ministère 

de l’Ecologie, du Développement Durable et de l’Energie.  

d) Cibles du DEET chez le moustique et mécanisme d’action 

Il est clairement démontré que le DEET est à l’heure actuelle le répulsif le plus efficace 

contre de nombreux vecteurs tels que les moustiques du genre Anophèle, Aedes ou Culex, les 

Phlébotomes, les mouches, les punaises voire même les tiques88–90. Malgré cela, son mécanisme 

d’action n’a pas encore été totalement élucidé.  

Afin de comprendre comment le DEET exerce une répulsion chez les insectes, il est 

nécessaire au préalable de comprendre comment les insectes sont attirés par les hôtes humains. 

En effet, la totale compréhension de l’attraction du moustique pour l’homme permettra de 

fournir les éléments nécessaires non seulement pour identifier le mécanisme d’action du DEET 

mais également pour trouver de nouveaux répulsifs anti-moustiques. 

Ainsi, outre la chaleur dégagée par le corps, plusieurs effecteurs ont été identifiés 

comme étant responsables de l’attraction des moustiques dont principalement le CO2, l’acide 

lactique, l’acétone, et le 1-octen-3-ol. Tous ces effecteurs constituent des signaux qui sont 

détectés par le système olfactif des moustiques. Celui-ci joue donc un rôle essentiel pour 

l’orientation et la détection de l’hôte par le moustique. 

Les neurones du système olfactif du moustique sont situés au niveau des antennes et 

possèdent plusieurs familles de récepteurs dont les récepteurs odorants (ORs) et les récepteurs 

ionotropes (IRs). Le DEET a été identifié comme pouvant interagir avec certains de ces 

récepteurs et induire une perturbation du message nerveux olfactif déclenché par les différents 

effecteurs attractants et ainsi provoquer une répulsion plutôt qu’une attraction. Parmi les ORs 

et ses corécepteurs, il a été rapporté que la présence de OR59b, OR2, OR83b ainsi que de 

OR136 était indispensable pour que le DEET, lorsqu’il est dans l’air à l’état de vapeur, puisse 

exercer son effet répulsif91–94. Cependant, il a été remarqué dans ces études que le DEET était 

nettement plus efficace lorsqu’il était associé aux odeurs humaines plutôt qu’utilisé seul85. 

Malgré le fait que de nombreux récepteurs ainsi que de nombreuses voies olfactives aient été 
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identifiées, l’interaction du DEET avec les ORs pour changer le comportement des moustiques 

fait actuellement l’objet de nombreuses investigations85. Trois hypothèses sont actuellement 

envisagées, selon lesquelles le DEET, en agissant sur le système olfactif, induirait un état de 

confusion et de désorientation chez le moustique. Il provoquerait également une répulsion à 

travers un comportement d’évitement, le moustique cherchant ainsi à fuir la zone contenant du 

DEET. Enfin, le DEET pourrait, en perturbant le système olfactif, inhiber la capacité des 

moustiques à sentir les odeurs corporelles85,95. Malgré le fait que plusieurs cibles aient été 

identifiées, les perturbations comportementales induites par le DEET à travers le système 

olfactif du moustique restent à ce jour encore inexpliquées. 

De façon plus anecdotique, le DEET agit également sur la voie de signalisation activée 

par l’acide lactique. A ce jour, le récepteur à l’acide lactique chez le moustique n’a pas encore 

été identifié mais il avait été mis en évidence, il y a plusieurs dizaines d’années maintenant, que 

le DEET diminuait l’excitation des neurones induite par l’acide lactique96. Cet effet participerait 

également à l’activité répulsive du DEET. 

Enfin, les études s’intéressant au contact direct entre le DEET et les insectes ont montré 

que le DEET possédait une activité répulsive ainsi qu’une activité anorexigène. En effet, il a 

été remarqué que les moustiques ne se nourrissaient pas de sang contenant du DEET à 0,065% 

(soit environ 3.10-3 M)85. Par la suite, les modifications génétiques de la drosophile ont ainsi 

permis d’identifier trois récepteurs gustatifs (GRs) responsables de l’activité du DEET : GR32a, 

GR33a et GR66a97. Cette particularité du DEET à agir comme « coupe faim » dépend donc 

uniquement du système gustatif et non olfactif.  

Outre les systèmes olfactifs et gustatifs, le DEET a également été identifié comme étant 

un inhibiteur de l’acétylcholinestérase (AchE) et cet effet était associé à un effet insecticide 

après 1 heure de contact avec un papier imprégné à une concentration de 15 % de DEET98. Le 

DEET ne serait donc pas un simple répulsif mais pourrait également être considéré comme un 

insecticide. De plus, le DEET a également été identifié comme pouvant agir sur les récepteurs 

muscariniques de type 1 et 3 (M1/M3) des moustiques99. Ainsi, le système périphérique serait, 

en plus du système nerveux central, également une cible du DEET chez l’insecte. Ce mode 

d’action multi cible explique en grande partie la très grande efficacité du DEET, jamais égalée 

par d’autres composés répulsifs jusqu’à présent. Ceci est d’autant plus important que la majorité 

de ces cibles sont considérées comme stables génétiquement ce qui limiterait les mutations de 

leurs gènes respectifs et donc les résistances des insectes au DEET91–94,97,100. 
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Malgré des recherches intenses et l’identification de plusieurs récepteurs, de 

nombreuses questions restent encore en suspens concernant l’activité répulsive du DEET sur 

les insectes. La réponse à ces questions permettrait non seulement de mieux maîtriser cette 

molécule mais également d’offrir de nouvelles opportunités pour la recherche d’autres répulsifs. 

e) Mésusage, environnement, exposition et résistance des insectes  

Du fait à la fois de son importance dans la lutte anti-vectorielle et de sa grande facilité 

d’accès, le DEET est très utilisé par la population générale. Il en résulte inévitablement un 

mésusage voire une utilisation dérivée. 

Au Canada, le DEET a déjà été appliqué sur le bétail afin de prévenir les piqûres causées 

par les ectoparasites et les insectes hématophages101–103. Plus récemment, en Suisse, l’efficacité 

du DEET a été démontrée sur des chevaux afin de prévenir les piqûres d’insectes hématophages 

sur ces animaux104. Il a également été suggéré de répandre du DEET dans les aires agricoles 

pour éviter les ravages causés par les insectes sur les cultures et de l’utiliser afin d’éloigner les 

insectes des lieux tels que les fosses septiques, les stations d’épuration et les aires de jeu pour 

enfants comme les cours de récréation105. 

L’utilisation du DEET ne se limite donc pas uniquement aux régions endémiques des 

maladies vectorielles. Les répulsifs anti-moustiques sont utilisés partout dans le monde, que ce 

soit pour la prévention des pathologies transmises par les vecteurs comme pour le confort et 

l’évitement des piqûres d’insectes. A titre d’exemple, environ 30 % de la population américaine 

s’applique du DEET au moins une fois par an106.  

La très grande utilisation de ce répulsif induit inévitablement une pollution 

environnementale. Le DEET est la molécule la plus fréquemment retrouvée dans 

l’environnement que ce soit en Europe107,108, en Asie109, en Amérique110,111 ou en Australie112 

parmi les médicaments, les insecticides et les polluants organiques persistants. Une revue de la 

littérature a d’ailleurs permis d’estimer que la concentration moyenne en DEET dans 

l’environnement à l’échelle mondiale s’élevait à 10-8 M87. 

Malgré un mécanisme multi cible ainsi qu’une stabilité génétique des cibles du DEET 

chez les insectes permettant de limiter les résistances, de plus en plus d’études décrivent 

l’apparition de résistances des insectes face au DEET. Des mouches et des moustiques 

insensibles au DEET ont d’ailleurs été sélectionnés, à l’échelle du laboratoire, après exposition 

au DEET113–115. L’exposition continue des insectes au DEET notamment par la présence quasi 
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permanente de cette molécule dans l’environnement pourrait donc participer à l’émergence de 

résistances. Afin d’éviter ces résistances, il serait nécessaire de reconsidérer l’usage des 

répulsifs en favorisant par exemple l’association de plusieurs molécules, à l’image des 

traitements en antibiothérapie. La découverte de nouvelles molécules répulsives ainsi que la 

compréhension des mécanismes de répulsion des molécules existantes chez les insectes 

permettront de fournir les éléments nécessaires afin de parer l’émergence des résistances et de 

poursuivre la prévention des maladies vectorielles. 

f) Pharmacocinétique du DEET chez l’Homme 

Même si ce n’est pas l’effet recherché, une fois appliqué sur la peau, le DEET peut 

traverser la barrière cutanée et gagner la circulation générale avec un taux d’absorption variant 

de 5,6 à 8,3 %116. Selon la quantité appliquée, la concentration du produit et la surface corporelle 

exposée, la concentration plasmatique en DEET peut atteindre 5.10-6 M à 10-5 M avec un pic 

plasmatique compris entre 3 et 6 heures116,117. Le taux d’absorption peut varier selon la 

température et le taux d’humidité extérieur, la formulation galénique et notamment les solvants 

utilisés ainsi que l’application concomitante d’autres produits par voie cutanée tels que les 

écrans solaires116,118–125. Il est ainsi recommandé d’appliquer les écrans solaires en premier et 

d’attendre 30 minutes avant d’appliquer un répulsif à base de DEET. 

Peu d’études se sont intéressées à la distribution du DEET chez l’Homme après 

exposition cutanée. Toutefois, lors d’une étude réalisée aux Etats-Unis sur 150 femmes 

enceintes ayant accouché par césarienne, les dosages de DEET dans le sang des cordons 

ombilicaux ont montré sa présence dans 100 % des échantillons126. Le DEET peut donc passer 

la barrière placentaire et potentiellement mener à une exposition fœtale. 

La majorité du DEET absorbé subissant un métabolisme hépatique, une faible 

proportion de la quantité de DEET absorbé est retrouvée sous forme inchangée dans les 

urines127. Le métabolisme hépatique fait intervenir à la fois l’oxydation et la N-dééthylation via 

les cytochromes P450 (CYP) 2A6, 2C19 3A4 pour l’oxydation et CYP 1A2, 3A5, 2B6, 2D6 et 

2E1 pour la N-dééthylation128. Ainsi, le N-éthyl-m-toluamide (ET), le N-éthyl-m-

hydroxyméthylbenzamide (EHMB), l’acide m-(éthylaminocarbonyl)-benzoïque (EACBA), le 

N,N-diéthyl-m-hydroxyméthylbenzamide (BALC) et l’acide m-(diéthylaminocarbonyl)-

benzoïque (DACBA) peuvent être retrouvés dans le sang et les urines après exposition au 

DEET128. Le métabolisme hépatique du DEET est représenté par le schéma ci-dessous (Figure 

13). 
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Figure 13 : Métabolisme primaire hépatique du DEET. 

 

Plus de 90 % du DEET est éliminé par excrétion rénale. Aucun temps de demi-vie 

plasmatique (t1/2) n’est rapporté chez l’Homme. A titre d’indication, la t1/2 du DEET chez 

l’animal varie entre 2,73 heures et 6,02 heures selon les espèces101,118,122,129. Il est tout de même 

surprenant de remarquer que malgré l’importante utilisation de ce répulsif à travers le monde, 

peu de données soient disponibles concernant ses paramètres pharmacocinétiques chez 

l’Homme. 

g) Effets indésirables des répulsifs à base de DEET 

Comme décrit précédemment, le DEET est sur le marché depuis les années 1960 et 

plusieurs centaines de millions de personnes l’utilisent chaque année. Il apparait donc évident 

que son application cutanée, dans le respect des conditions d’utilisation recommandées par le 

fabricant, présente peu de risque. Néanmoins, le DEET n’est pas dénué d’effets indésirables.  

Deux articles dans la littérature ont répertorié les cas d’exposition au DEET à partir des 

bases de données des centres antipoison des Etats-Unis130,131. D’après ces études, les effets 

indésirables sont majoritairement constatés chez les enfants (2/3 des cas). Ceci résulte d’une 
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application trop fréquente du DEET et/ou d’une voie d’exposition autre que cutanée telle que 

l’ingestion, l’inhalation, le contact oculaire ou une exposition par voies multiples. Dans tous les 

cas de surexposition au DEET, 30 % étaient symptomatiques dont la majorité étaient liés à une 

exposition oculaire soulignant le caractère irritant de cette molécule. Même si les cas 

d’exposition intentionnelle sont assez rares (1 % environ), l’exposition en grande quantité au 

DEET peut être fatale130–132. 

L’atteinte cutanée est l’effet indésirable le plus fréquemment retrouvé après application 

du DEET. Celle-ci peut se manifester sous la forme de rash cutané, de lésions, de 

démangeaisons, d’inflammation se traduisant par des rougeurs et des œdèmes ou de 

l’urticaire133,134. A des doses supérieures, le DEET entraine des nausées, des vomissements et 

une tachycardie135. Une cardiotoxicité a également été décrite avec une hypotension et une 

augmentation de l’intervalle QT à l’électrocardiogramme (ECG)136,137. Le DEET est également 

responsable d’atteintes du système nerveux central (SNC) pouvant se traduire par des crises 

convulsives, des confusions, des psychoses, une ataxie, une désorientation, une 

encéphalopathie133,135. Ces atteintes du SNC sont plus fréquemment retrouvées chez les 

enfants133,135. L’utilisation du DEET chez les enfants requiert donc une attention particulière 

notamment pour le respect des doses et des fréquences d’application. 

Enfin, dans les effets indésirables suite à une exposition au long terme, une étude a mis 

en évidence une association entre une augmentation du risque d’être atteint de cancer des 

testicules et une exposition chronique au DEET (> 115 jours)138. Par ailleurs, il a également été 

montré que l’exposition concomitante de DEET et des herbicides ou insecticides tels que le 

Dicamba ou le 2,4D augmentait le risque d’être atteint de cancer par rapport à l’exposition à 

ces herbicides ou insecticides seuls139. Ces études sont les deux seules études publiées s’étant 

intéressé à l’association entre l’exposition chronique au DEET chez l’Homme et le risque d’être 

atteint de cancer. Chez l’animal, l’exposition par voie orale de souris mâles et femelles jusqu’à 

1 g/kg/jour pendant 18 mois, de rats mâles et femelles jusqu’à 400 mg/kg/j pendant 24 mois et 

de chiens mâles et femelles à 400 mg/kg/jour pendant 12 mois n’ont pas mis en évidence d’effet 

carcinogène du DEET140. Des études supplémentaires sont donc nécessaires afin de confirmer 

ces résultats qui restent pour l’instant à considérer avec prudence. Le DEET est classé comme 

composé probablement non carcinogène pour l’Homme (classe 4) par le centre de recherche 

international sur le cancer (CIRC). Une évaluation plus approfondie de l’effet du DEET dans 

le développement tumoral chez l’animal comme chez l’Homme permettrait de fournir les 
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éléments nécessaires afin de définir le périmètre de la toxicité de ce répulsif et par conséquent, 

de mieux maîtriser son utilisation. 

h) Cibles du DEET identifiées chez l’Homme 

Après avoir traversé la barrière cutanée et s’être retrouvé dans la circulation générale, le 

DEET peut interagir avec différents récepteurs et ainsi interférer avec différentes voies 

pharmacologiques chez l’Homme.  

Le DEET a été identifié comme pouvant déplacer un radioligand marqué des sites 

orthostériques de basse affinité des récepteurs muscariniques de types 1 et 3 (M1 et M3)99. Cet 

effet a été constaté pour des concentrations en DEET de l’ordre de 10-3 M et laisse suggérer un 

effet antagoniste du DEET pour ces récepteurs99. Cependant, dans cette même étude, les 

expériences de docking du DEET pour les récepteurs M1 et M3 suggèrent des interactions 

moléculaires entre le DEET et un site allostérique de haute affinité99. Ces résultats mettent en 

évidence une particularité du DEET à agir à la fois comme modulateur allostérique de M1 et 

M3 à faible concentration et comme antagoniste de ces récepteurs à forte concentration.  

De plus, cette même équipe avait déjà, quelques années auparavant, identifié l’AchE, 

comme une autre cible du DEET. En effet, le DEET est capable d’inhiber de manière 

concentration croissante l’activité de l’AchE humaine98. 

Le DEET, en agissant à la fois sur les récepteurs muscariniques et sur l’AchE, interfère 

donc de façon étroite avec le système cholinergique. 

 

3 - Hypothèse de l’effet pro-angiogénique du DEET 

Comme évoqué plus haut, le DEET est connu pour être un inhibiteur de l’AchE 

humaine. Les inhibiteurs de l’AchE sont également une classe de médicaments utilisés pour le 

traitement de la maladie d’Alzheimer qui comprend le donépézil, la rivastigmine et la 

galantamine. Or, ces trois médicaments ont un effet pro-angiogénique in vitro et/ou in 

vivo141,142. De plus, il a été montré lors de ces études que l’Ach possédait un effet pro-

angiogénique qui était associé à une augmentation de l’expression du VEGF par les cellules 

endothéliales et qui était sensible à l’atropine, un antagoniste non sélectif des récepteurs 

muscariniques141. La diminution de la dégradation de l’Ach par inhibition de l’AchE entraine 

donc un effet pro-angiogénique en ciblant directement les récepteurs muscariniques des cellules 

endothéliales. Plus particulièrement, parmi les voies muscariniques impliquées dans les 
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processus tumoraux, l’activation de la voie M3 apparait prépondérante par rapport aux autres 

voies principales, notamment M1 et M233. 

Pour ces études, la question de la provenance de l’Ach se pose. Si l’expression de l’AchE 

ainsi que des récepteurs cholinergiques – muscariniques et nicotiniques - par les cellules 

endothéliales est clairement démontrée143, la sécrétion de l’Ach par ces mêmes cellules le reste 

beaucoup moins. Du fait de sa très faible concentration dans le milieu de culture de cellules 

endothéliales, les techniques de dosage de l’Ach demeurent très complexes à mettre en 

oeuvre141. Cependant, la présence du système cholinergique non neuronal (SCNN) a été 

démontrée dans de nombreux autres types cellulaires qu’ils soient primaires avec les 

kératinocytes et les cardiomyocytes, comme de lignées tumorales avec les HEK 293 et les 

H9c2144,145. Ces cellules sont en effet capables de sécréter de l’Ach grâce aux enzymes 

classiquement retrouvées dans les neurones sécréteurs d’Ach comme la choline 

acétyltransférase (ChAT) ainsi que les transporteurs vésiculaires intracellulaires de l’Ach 

(VAChT)145,146. 

La présence de ce système enzymatique a été mise en évidence dans un modèle de 

cellules endothéliales humaines primaires (HUVECs) ainsi que sur des vaisseaux de tissus 

cutanés humains147. La sécrétion d’Ach par ces cellules endothéliales est également très 

fortement suspectée147. Même si ces résultats doivent être confirmés afin de conclure 

définitivement quant à la présence du SCNN au niveau endothélial, de nombreuses données de 

la littérature tendent vers la validation de cette hypothèse. 

De plus, le SCNN est connu pour participer au développement tumoral, en agissant, 

d’une part, directement sur les cellules tumorales, et d’autre part, en intervenant dans les 

processus angiogéniques148,149. Si l’activation des voies nicotiniques par le SCNN est désormais 

clairement identifiée comme favorisant le développement tumoral, la participation de la voie 

muscarinique semble dépendre de la nature des cellules tumorales, cette dernière ayant été 

documentée pour les cancers du côlon, du sein, de la prostate et le glioblastome148,150,151. 

Au regard de ces données de la littérature, nous avons posé l’hypothèse selon laquelle 

le DEET, en inhibant l’AchE, aurait un effet pro-angiogénique impliquant la voie du récepteur 

M3 au niveau endothélial. Cette hypothèse fait l’objet de notre première étude. 
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TROISIEME PARTIE : ROLE DE PTP1B ET DU STRESS DU RETICULUM 

ENDOPLASMIQUE DANS LA DYSFONCTION ENDOTHELIALE INDUITE PAR 

LE DIABETE DE TYPE 1 

 

Dans un second temps, les mécanismes endothéliaux ont été étudiés avec un angle de 

vue orienté cette fois-ci non pas vers l’angiogenèse mais vers la dysfonction endothéliale 

induite par le diabète.  

Le diabète est une pathologie se traduisant par une glycémie à jeun supérieure à 1,26 

g/L à deux reprises ou 2,0 g/L à n’importe quel moment de la journée. Cette hyperglycémie 

résulte de perturbations métaboliques entrainant des troubles de l’assimilation, de l’utilisation 

et du stockage du glucose. Ces perturbations métaboliques impliquent une altération de la 

sécrétion et/ou la sensibilité à l’insuline, une hormone sécrétée par les cellules β des îlots de 

Langerhans du pancréas permettant aux organes d’utiliser le glucose.  

Dans cette partie, la physiopathologie du diabète de type 1 (DT1) sera présentée 

brièvement, suivi des complications vasculaires qu’il entraine. Puis, le rôle d’une protéine, 

PTP1B, et d’un processus cellulaire, le stress du réticulum endoplasmique (RE) seront évoqués 

dans la dysfonction endothéliale induite par le diabète. 

 

1 - Diabète type 1 

Il existe deux types de diabète : le DT1 également appelé insulino-dépendant, et le 

diabète de type 2 (DT2), non insulino-dépendant. Le DT1 est une maladie auto-immune où les 

anticorps du sujet se dirigent contre ses propres cellules β du pancréas. Ce diabète est détecté 

chez les sujets jeunes et résulte d’un défaut de sécrétion d’insuline. Le DT2 survient 

généralement chez les sujets plus âgés (autour de 40 ans) et résulte le plus souvent d’une 

sédentarité, d’un surpoids ou d’une obésité induisant une résistance à l’insuline et une réduction 

progressive de la sécrétion d’insuline. La partie ci-dessous est focalisée sur le DT1. 

a) Epidémiologie et étiologie 

Le DT1 comprend environ 5 % des cas totaux de diabète dans le monde et sa prévalence 

est estimée entre 1 pour 2000 et 1 pour 10 000 selon le sexe, l’âge, la race et la localisation 

géographique152,153. Bien que la proportion du DT1 soit faible par rapport à celle du DT2, son 
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incidence augmente depuis les années 1990 de 2 à 5 % chaque année153. Plusieurs facteurs de 

risque génétiques ont été identifiés, notamment les allèles DR3 et DR4 du gène codant pour le 

complexe de présentation des antigènes aux lymphocytes T HLA (human leukocyte antigen). 

En effet, entre 90 et 95 % des jeunes enfants atteints de DT1 portent au moins un de ces deux 

allèles tandis que moins de 0,1 % portent l’allèle protecteur DR2154,155. Cependant, ces facteurs 

génétiques n’expliquent pas en totalité la constante augmentation de l’incidence du DT1 

notamment dans les pays développés156. L’étiologie du DT1 fait donc actuellement l’objet de 

nombreuses études. Récemment, en mettant en évidence une corrélation inversée entre 

l’incidence des maladies auto-immunes et l’incidence des infections parasitaires dans le monde, 

Zaccone P. et Hall S. ont suspecté l’hypothèse de l’hygiène comme facteur de risque 

supplémentaire du DT1157 (Figure 14). A l’origine formulée pour les allergies158, l’hypothèse 

de l’hygiène stipule que la diminution de l’exposition à des maladies infectieuses due à une 

amélioration de l’hygiène, de leur prévention et de leur prise en charge médicale est un facteur 

contribuant de façon importante à l’augmentation de l’incidence des maladies auto-immunes 

dans le monde. Aujourd’hui, de nombreuses études et revues de la littérature tendent à 

confirmer cette hypothèse pour le DT1157,159–162. 
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Figure 14 : Corrélation inversée entre l’incidence du DT1 (A) et l’incidence des 

infections parasitaires (B) dans le monde (adapté à partir de Zaccone P et Hall S. 2012). 

 

Les causes du DT1 ne sont à l’heure actuelle pas totalement élucidées. Cependant, il est 

clair que le DT1 apparaît aujourd’hui comme une pathologie multi factorielle. Parmi ces 

facteurs, les mécanismes immunitaires et l’environnement ont été identifiés comme jouant un 

rôle prépondérant.  

b) Traitements 

Une fois diagnostiqué, le DT1 est traité par de l’insuline administrée le plus souvent en 

sous-cutanée dans la paroi abdominale, la cuisse, le haut du bras, la région deltoïde ou la région 

fessière. De nombreuses insulines sont disponibles sur le marché avec des propriétés 

pharmacocinétiques différentes permettant une action rapide, lente ou retardée. Le traitement 
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est instauré au cas par cas avec pour objectif d’atteindre un équilibre de la glycémie de façon 

permanente. Les patients diabétiques sont également amenés à suivre des cours d’éducation 

thérapeutique afin de maîtriser la lecture de la glycémie, l’auto injection de l’insuline et les 

règles hygiéno-diététiques permettant notamment de prévenir les acidocétoses, qui sont la cause 

la plus fréquente de décès lié au DT1 ainsi que les hypoglycémies, effet secondaire principal de 

l’insuline pouvant mener à une fatigue, une perte de conscience, un coma voire au décès du 

patient. 

Au long terme, les complications du DT1 sont liées à l’hyperglycémie chronique qui 

affecte principalement le système vasculaire et plus particulièrement l’endothélium, les cellules 

endothéliales étant constamment exposées à cette hyperglycémie. 

 

2 - Complications vasculaires du DT1 

En plus d’être une pathologie métabolique, le diabète est considéré comme une maladie 

vasculaire à cause de ses effets sur la macro- et la microcirculation. Le contexte diabétique tel 

que l’hyperglycémie et l’excès d’acides gras libres peut induire au niveau vasculaire un stress 

oxydant, une inflammation, une agrégation plaquettaire et une dysfonction endothéliale.  

a) Micro- et macroangiopathie 

Cette atteinte vasculaire se traduit par des micro- et des macroangiopathies. Les 

microangiopathies affectent les capillaires tandis que les macroangiopathies affectent les artères 

de plus gros calibre. En clinique, les microangiopathies peuvent mener à une rétinopathie et 

entrainer une baisse de la vue pouvant aller jusqu’à la cécité, une néphropathie conduisant à 

une insuffisance rénale et une neuropathie qui peut être responsable de douleurs, de perte de 

sensibilité mais également de problèmes digestifs, cardiovasculaires ou urinaires si le système 

nerveux autonome est touché. Les macroangiopathies quant à elles peuvent entrainer une 

artériopathie des membres inférieurs se traduisant par une douleur à la marche, une 

coronaropathie pouvant aller jusqu’à l’infarctus du myocarde et un accident vasculaire cérébral. 

De façon beaucoup plus sournoise, la conjugaison des atteintes nerveuses et vasculaires peuvent 

causer des plaies indolores au niveau des pieds passant ainsi inaperçu. En l’absence de 

traitement, une infection et/ou une nécrose peuvent apparaître ne laissant d’autre choix que 

l’amputation du membre. Le DT1 est ainsi la première cause d’amputation en France, un 
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diabétique sur dix se verra, au moins une fois, amputé d’une partie (orteil) voir d’un membre 

entier163,164. 

b) La dysfonction endothéliale induite par le diabète 

Le glucose présent dans le sang est capté par la cellule endothéliale grâce à un transport 

de diffusion facilitée, son absorption endothéliale est donc insulino-indépendante. Une fois dans 

la cellule endothéliale, le glucose est métabolisé par la voie classique de la glycolyse pour 

donner du pyruvate puis de l’acétylCoA qui entrera par la suite dans le cycle de Krebs des 

mitochondries afin de fournir l’ATP. Cependant, en conditions hyperglycémiques, le glucose 

peut entrainer l’activation d’autres voies métaboliques165,166. Il peut alors être dégradé par la 

voie du sorbitol qui transforme, in fine, le glucose en fructose, et conduit à un déséquilibre de 

la balance redox par une diminution du ratio NADPH/NADP+ et une augmentation du ratio 

NADH/NAD+ donc des ROS, ainsi qu’à une augmentation des produits finaux de la glycation 

avancée (advanced glycation end products, AGEs)166. L’hyperglycémie au niveau endothélial 

peut également activer la voie de l’héxosamine par le biais du fructose-6-phosphate et induire 

une augmentation de la transcription de PAI-1 et de TGF-β, perturbant ainsi la fibrinolyse et la 

prolifération167. Enfin, le glycéraldéhyde-3-phosphate, produit de dégradation de la glycolyse, 

active la PKC via le diacylglycérol (DAG). Une fois activée, la PKC entraine une augmentation 

de la perméabilité vasculaire, augmente la production de ROS et de l’ET-1 et diminue l’activité 

de la eNOS entrainant par conséquent une diminution de la production du NO166,168,169 (Figure 

15). 

 

Figure 15 : Voies métaboliques et facteurs identifiés dans la dysfonction endothéliale induite 

par l’hyperglycémie. 
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De nombreuses études in vitro ont donc permis d’identifier le métabolisme glucidique 

endothélial comme étant au moins en partie responsable de la dysfonction endothéliale induite 

par l’excès de glucose, les ROS y jouant notamment un rôle prépondérant165.  

Cependant, la dysfonction endothéliale induite par le diabète est également associée à 

d’autres perturbations métaboliques comme une augmentation des marqueurs de 

l’inflammation tels que l’interleukine 1β (Il-1β), l’Il-6, le tumor necrosis factor α (TNFα) et la 

CRP ainsi qu’une augmentation des protéines d’adhésion telles que vascular cell adhesion 

protein 1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) et la E-sélectine au niveau 

endothélial170,171. Ces marqueurs, associés à la dysfonction endothéliale, contribuent à 

l’apparition de l’athérosclérose171.  

Plus récemment, d’autres facteurs comme les micro ARN (miR), les toll like receptors 

(TLRs) et la protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) ont été identifiés comme étant associés 

à la dysfonction endothéliale induite par le diabète172–176. Malgré un nombre croissant d’études, 

leur rôle dans la physiopathologie de la dysfonction endothéliale en conditions diabétiques reste 

actuellement à déterminer. La partie ci-dessous détaille les rôles de PTP1B au niveau vasculaire 

ainsi que son lien avec le stress du RE sous l’influence du DT1. 

 

3 - Lien entre PTP1B et stress du RE dans la dysfonction endothéliale 

a) PTP1B 

PTP1B est une protéine ubiquitaire de la famille des protein tyrosine phosphatases (PTPs) 

actuellement activement étudiée en raison notamment de son implication dans les processus 

cancéreux ou dans les pathologies métaboliques comme le diabète et l’obésité. En effet, les 

souris déficientes en PTP1B ont, entre autres, une meilleure sensibilité à l’insuline, une 

meilleure tolérance au glucose et une résistance à l’obésité sous un régime riche en graisse177. 

Au niveau endothélial, l’insuline, en agissant sur son récepteur (IR), d’un côté augmente la 

production du NO par la eNOS via l’axe insulin receptor substrate 1/phosphoinositide 3-

kinase/Akt (IRS1/PI3K/Akt), et de l’autre induit la production d’ET-1 à travers la voie des 

mitogen-activated protein kinases (MAPK)178. PTP1B, en inhibant la phosphorylation de IRS1 

et en inactivant IR à travers sa déphosphorylation peut conduire à un déséquilibre de la balance 

NO/ET-1 et ainsi mener à une dysfonction endothéliale178. De plus, le NO peut inhiber l’activité 

de PTP1B constituant une boucle de régulation de la voie de l’insuline179 (Figure 16). 
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Figure 16 : Régulation endothéliale de la voie de l’insuline par PTP1B. 

 

Concernant les effets vasculaires de PTP1B, il a été montré qu’un traitement par différents 

inhibiteurs pharmacologiques de cette phosphatase permettait de restaurer ex vivo la fonction 

endothéliale chez un modèle murin atteint d’insuffisance cardiaque chronique180. Ces résultats 

ont été par la suite confirmés in vivo. En effet, la délétion totale de PTP1B ou un traitement 

pendant deux mois par un inhibiteur de PTP1B permettent tous deux de prévenir la dysfonction 

endothéliale induite par l’insuffisance cardiaque chronique181. De façon intéressante, cette 

amélioration de la fonction endothéliale est constatée sur artères mésentériques suite à une 

vasorelaxation induite par le flux et non suite à une stimulation par acétylcholine. Cette donnée 

confirme que la délétion de PTP1B comme son inhibition pharmacologique in vivo permettent 

de restaurer la fonction endothéliale induite par l’insuffisance cardiaque chronique par une voie 

indépendante du calcium181. 

Plus récemment la question du rôle spécifique de PTP1B au niveau de l’endothélium a été 

adressée grâce au modèle de souris PTP1B KO spécifiquement endothélial (PTP1B ECKO). Il 

avait déjà été montré que la délétion spécifiquement endothéliale de PTP1B augmentait 

l’angiogenèse et l’artériogenèse in vivo en régulant la voie endothéliale du VEGFR2 et en 

activant la voie ERK79. Cette propriété a ensuite été étudiée au niveau cardiovasculaire. En 

effet, les souris PTP1B ECKO présentent une amélioration des fonctions cardiaques ainsi 
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qu’une augmentation de l’expression endothéliale du VEGF, ERK1/2 et de la eNOS lors de 

l’hypertrophie cardiaque induite par constriction aortique transverse182. De plus, la délétion 

spécifiquement endothéliale de PTP1B permet de restaurer in vivo la fonction endothéliale 

induite par l’insuffisance cardiaque chronique54, confirmant ainsi l’importance du rôle de 

PTP1B particulièrement au niveau de l’endothélium et soulignant son intérêt dans les nouvelles 

stratégies thérapeutiques de la dysfonction endothéliale. 

Dans le cadre du diabète, il a été rapporté que la déficience totale en PTP1B chez la souris 

prévient la dysfonction endothéliale induite par la streptozotocine (STZ), un inducteur du 

DT1176. En revanche, aucune étude n’a montré jusqu’à présent si la protection vasculaire de 

PTP1B dans un modèle de DT1 relevait spécifiquement de son absence au niveau endothélial.  

b) Stress du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite directement lié à la membrane 

nucléaire et uniquement présent chez les cellules eucaryotes ayant pour rôle l’assemblage, le 

repliement et le transport des protéines membranaires et sécrétées par la cellule. Cependant, il 

peut arriver qu’une protéine soit mal repliée. Dans ce cas, elle est retenue dans le RE et soit 

prise en charge par les protéines chaperones de façon à rétablir le bon repliement, soit dégradée 

par le protéasome. Lorsque les cellules sont soumises à certaines conditions, la quantité de 

protéines anormalement repliées augmente si fortement qu’elles saturent les systèmes de 

réparation des chaperones et de dégradation du protéasome. L’accumulation des protéines 

anormales induit une situation de stress cellulaire appelée stress du RE. Ce stress du RE va 

stimuler la cellule de façon à ce qu’elle active ses autres voies d’élimination des protéines, c’est 

la réponse UPR (unfolded protein response). Trois voies de signalisation seront ainsi activées : 

inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), activating transcription factor 6 (ATF6) et protein kinase 

R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK). Plus précisément, les protéines mal repliées vont 

être prises en charge par binding immunoglobulin protein (BiP ou glucose-regulated protein 78 

kDa, GRP78). La dissociation de GRP78 de PERK, IRE1α et ATF6 engendre l’activation de 

ces voies qui vont entrainer une cascade de signalisation incluant activating transcription factor 

4 (ATF4), nuclear factor-κB (NFκB), Jun amino-terminal kinases (JNK), les caspases et 

l’épissage de X-box binding protein 1 (XBP1) menant in fine à l’activation de facteurs de 

transcriptions impliqués dans l’inflammation et le cycle cellulaire. GRP78 est donc un 

marqueur important et pertinent du stress du RE. Cependant, si cette réponse UPR est trop 

intense ou de trop longue durée, elle peut entrainer l’activation de l’apoptose cellulaire183 

(Figure 17).  
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Figure 17 : Principales voies de signalisation déclenchées par le stress du RE 

Au niveau des vaisseaux, le stress du RE facilite le découplage de la eNOS et induit une 

augmentation du stress oxydant menant ainsi à une apoptose endothéliale et à une inflammation 

vasculaire184. En effet, des souris traitées par injection intra-péritonéale de tunicamycine, un 

inducteur du stress du RE (deux fois par semaine pendant deux semaines) conduit à une 

dysfonction endothéliale dépendante et indépendante de l’endothélium185. En accord avec ces 

résultats, il a également été rapporté récemment que l’inhibition du stress du RE était associée 

à une augmentation de la phosphorylation de la eNOS et à une augmentation de la relaxation 

dépendante de l’endothélium dans un modèle murin d’hypertension artérielle186.  

En conditions diabétiques, un traitement par molécules ayant un rôle de chaperones 

(acide 4-phénylbutyrique et l’acide ursodéoxycholique conjugué à la taurine) améliore les 

capacités adaptatives du RE ainsi que l’homéostasie du glucose187. De la même façon, 

l’inhibition pharmacologique du stress du RE par le TUDCA prévient les défauts de 

néovascularisation in vivo chez la souris db/db, identifiant ainsi le stress du RE comme cible 

potentiel dans le traitement du diabète et des pathologies cardiovasculaires188. D’ailleurs, il a 

été montré que l’inhibition pharmacologique du stress du RE permettait de prévenir la 

dysfonction endothéliale induite par la STZ, soulignant ainsi le rôle primordial du stress du RE 

dans la fonction endothéliale chez un modèle murin de DT1189. Egalement, il a été montré que 

l’hyperglycémie induisait un stress du RE au niveau endothélial indépendamment de 

l’augmentation du stress oxydant et de l’effet osmotique190–192. Le stress du RE constitue donc 



58 

 

une voie importante permettant potentiellement de prévenir la dysfonction endothéliale induite 

par le DT1. 

Par ailleurs, il faut souligner que PTP1B est directement lié à la membrane du RE et que 

son activité est impliquée dans les régulations des voies de signalisation du stress du RE. Ainsi, 

l’absence de PTP1B permet de prévenir le stress du RE et l’apoptose que celui-ci provoque 

dans les fibroblastes et les cellules hépatiques193,194. Cependant, la déficience de PTP1B dans 

les adipocytes ainsi que sa surexpression dans les cellules β du pancréas permet de prévenir 

l’augmentation des marqueurs du stress du RE induit par la tunicamycine195. Par conséquent, si 

les liens entre PTP1B et le stress du RE sont certains, leurs effets semblent varier selon le type 

cellulaire. Malgré ces liens avérés les rôles conjugués de PTP1B et du stress du RE dans les 

conditions diabétiques demeurent insuffisamment élucidés. 

 

4 - Hypothèse de travail 

Le DT1 est un risque de pathologies vasculaires et la dysfonction endothéliale est un 

marqueur précoce d’apparition de ces pathologies. In vitro, une forte concentration de glucose 

augmente l’expression de PTP1B et induit un stress du RE176. In vivo, l’hyperglycémie est 

associée à une augmentation de l’expression de PTP1B au niveau vasculaire176. Ainsi, nous 

avons posé l’hypothèse selon laquelle PTP1B serait directement régulée au niveau endothélial 

par la glycémie et que le stress du RE pourrait être impliqué dans cette régulation, tous deux 

étant responsables de la dysfonction endothéliale induite par le diabète. Cette hypothèse fait 

l’objet de notre deuxième étude (Figure 18). 
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Figure 18 : Hypothèse de l’augmentation de l’expression de PTP1B et du stress du RE par 

l’hyperglycémie conduisant à la dysfonction endothéliale. 
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RESULTATS 
 

Les résultats de ces deux études sont présentés ci-dessous et sont précédés d’une partie 

matériels et méthodes. Dans un premier temps, les résultats concernant l’évaluation de l’effet 

du DEET dans les processus d’angiogenèse seront explicités et suivis d’une discussion. Puis les 

résultats concernant le rôle de PTP1B et du stress du RE dans la dysfonction endothéliale 

induite par le DT1 seront présentés. Ces derniers sont précédés de résultats préliminaires ainsi 

que des matériels et méthodes utilisés et seront suivis d’une discussion. 

 

PREMIERE ETUDE : EVALUATION DE L’EFFET DU DEET DANS LES 

PROCESSUS MENANT A L’ANGIOGENESE 

 

1 - Objectifs de l’étude 

L’objectif de cette étude est de vérifier l’hypothèse selon laquelle le DEET, en inhibant 

l’AChE, aurait un effet pro-angiogénique impliquant la voie du récepteur M3 au niveau 

endothélial. 

 

2 - Méthodes 

Culture cellulaire 

Les HUVECs (Human Umbilical Venous Endothelial Cells) proviennent de cordons 

ombilicaux mâles (Lonza®) et ont été mises en culture dans des flasques T75 Corning® dans du 

milieu EGM-2 (Lonza®) contenant 8 % de sérum de veau fœtal (SVF, Gibco®). Elles ont été 

utilisées entre leur 2ème et leur 4ème passage après incubation dans une atmosphère contrôlée à 

37 °C avec 5 % de CO2 et saturée en H2O. Une fois à 80 % de confluence, des cellules ont été, 

ou non, transfectées avec un siRNA M3 ou contrôle (Santa Cruz, SC35833) avec de la 

Lipofetamine (invitrogen, life technologies) dans du milieu Opti-MEM (Lonza) pendant 24 h. 

Après 3 jours, les cellules ont été traitées ou non pendant 24 h avec du DEET (Sigma-Aldrich, 

1197007) utilisé à deux concentrations 10-8 M et 10-5 M. Des expériences ont également été 

menées en l'absence ou en présence d’un antagoniste sélectif de M3, le para-

fluorohexahydrosiladiphenidol (pFHHSiD, Sigma-Aldrich, H127) (pA2 = 7,9)196.  
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Les cellules endothéliales primaires murines ont été isolées à partir des aortes de souris Swiss. 

La méthode d'extraction a été adaptée du protocole de Kobayashi197. Les cellules endothéliales 

murines ont été cultivées dans un milieu de croissance EGM-2 supplémenté avec 5 % de SVF 

décomplémenté et ont été utilisées jusqu'à leur 4ème passage.  

Les cellules embryonnaires de rein humain (human embryonic kidney 293, HEK 293) 

surexprimant stablement le récepteur muscarinique M3 humain couplé à une protéine Gαq/11 

(HEK 293/M3) ont été fournies par le Dr Gary B. Willars (Leicester, Grande Bretagne)198. Ces 

cellules ont été mises en culture dans le milieu de Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, 

Lonza, BE12-604F), complété par 500 µg.mL-1 de généticine (G-418) (Sigma-Aldrich, 

A1720), 1 % de pénicilline/streptomycine et 10 % de SVF décomplémenté.  

Les cellules U87MG de glioblastome-astrocytome et les cellules B16F10 de mélanome ont été 

fournies par le laboratoire INSERM U1066 MINT (Angers - France). Ces cellules ont été 

cultivées dans du DMEM, supplémenté avec 1 % de L-glutamine, 1 % de 

pénicilline/streptomycine et 10 % de SVF décomplémenté.  

Modèles animaux 

Toutes les procédures impliquant les animaux, y compris les protocoles de reproduction, ont 

été menées conformément aux protocoles approuvés par le comité régional d'éthique et 

autorisées par le Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (Autorisation no. 

C49063, 11/22/2011). De plus, les expériences réalisées sur animal ont été effectuées en stricte 

conformité avec les recommandations de la directive européenne pour la protection des 

animaux à des fins scientifiques (Directive 2010/63/EU). 

Tests de prolifération 

Les effets des deux concentrations de DEET sur la prolifération des HUVECs, des U87MG et 

des BF16F10 ont été analysés à l’aide du kit cellulaire CyQUANT® (Molecular Probes, C7026). 

Les cellules (5.103) ont été ensemencées dans des puits d’une plaque 96 puits puis traitées avec 

du DEET pendant 24 h. Les niveaux de fluorescence ont été détectés sur un lecteur de plaques 

LB940 Mithra (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Allemagne) avec des filtres d'excitation 

et d'émission de 485 nm et 530 nm respectivement. 
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Test de viabilité cellulaire 

Des HUVECs (104) ont été ensemencées dans des puits d’une plaque 96 puits puis traitées avec 

DEET pendant 24 h. La viabilité a été évaluée par analyse colorimétrique au MTT (Sigma -

Aldrich M5655) après obtention des valeurs d’absorbance à la longueur d'onde de 570 nm à 

l’aide d’un lecteur de microplaques (Mithra LB940). 

Mesure d’apoptose par cytométrie en flux 

Les HUVECs ont été exposées au DEET (10-8 M ou 10-5 M) ou à un contrôle positif d’apoptose, 

l actinomycine D (10-6 M) (Sigma- Aldrich, A9415), pendant 24 h puis fixées dans de l’éthanol 

à 70 % à 4 °C pendant au moins 4 h. Après une centrifugation à 1500 g pendant 5 min, les 

cellules ont été remises en suspension dans du PBS contenant 0,05 mg.mL-1 de RNase (Sigma- 

Aldrich, R6513) et 10 µg.mL-1 d'iodure de propidium (Sigma- Aldrich, P4170). La teneur en 

ADN cellulaire a été analysée à l’aide d’un cytomètre de flux Cytomics FC500 MPL (Beckman 

Coulter, Villepinte, France). Pour chaque analyse, 10 000 événements ont été recueillis. 

Matrigel® in vitro  

Les HUVECs (104) ont été ensemencées dans des puits de lames 15 puits d’angiogenèse (Ibidi®) 

dans lesquelles 10 µL de Matrigel® (Sigma -Aldrich, E1270) avaient été préalablement déposés. 

Le traitement des cellules avec du DEET pendant 24 h a été effectué directement après la mise 

en culture sur Matrigel®. Les capillaires formés ont été photographiés sous microscopie à 

contraste de phase (MOTIC AE21) après 24 h et leur longueur moyenne a été quantifiée à l’aide 

du logiciel ImageJ. 

Matrigel® Plug in vivo 

Les cellules endothéliales ont été isolées à partir de souris Swiss mâles et cultivées dans un 

flacon de 25 cm2 puis traitées ou non avec du DEET (10-8 M et 10-5 M) pendant 24 h en présence 

ou en absence de pFHHSiD (10-7 M). Après traitement les cellules ont été mélangées avec 500 

µL de Matrigel® contenant du bFGF (300 ng.mL-1, Peprotech, 100-18B) puis injectées par voie 

sous-cutanée au niveau du dos de souris Swiss mâles âgées de six semaines. Après 14 jours, le 

Matrigel® des souris a été prélevé, homogénéisé dans un tampon de lyse puis incubé pendant 

24 h à 4 °C. La concentration en hémoglobine a été mesurée dans le surnageant après réaction 

avec le réactif de Drabkin (Sigma- Aldrich, D5941). 
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Xénogreffe de cellules de glioblastome U87MG sur souris Nude 

Une suspension 106 cellules de glioblastome U87MG dans 100 µL de DMEM a été injectée en 

sous-cutanée dans le flanc droit de souris Swiss Nude âgées de six semaines (SAS Janvier, Le 

Genest Saint Isle, France). Une fois le volume de 100 mm3 atteint, les souris ont été traitées 

quotidiennement par voie intrapéritonéale avec le solvant ou du DEET 10-5 M ou du pFHHSiD 

10-7 M ou un mélange de DEET 10-5 M plus pFHHSiD 10-7 M pendant 28 jours. À la fin du 

traitement, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs ont été prélevées, mesurées et congelées 

dans l’azote liquide puis conservées à -80 °C. 

Analyse de la microdensité vasculaire 

Les tumeurs ont été incluses dans de la paraffine et des sections de 5 µm d’épaisseur ont été 

réalisées avec un microtome et déposées sur des lames polylysinées. Les coupes de tumeurs ont 

été déparaffinées et la production de peroxydes endogènes a été inhibée avec 1 % de peroxyde 

d'hydrogène (Sigma Aldrich, 216763) pendant 15 min. Les liaisons protéine-protéine ont été 

lysées par 0,05 % de pepsine dans du HCl 0,01 N pendant 30 min à 37 °C. Les sections ont 

ensuite été saturées avec 2 % de BSA pendant 30 min à température ambiante puis incubées 

pendant une nuit à 4 °C avec un anticorps murin anti-CD31 (1:500 dans BSA 2%, BD 

Bioscience, 557355). Le lendemain, les lames ont été incubées pendant 30 min avec un 

anticorps biotinylée (1:100 dans du BSA 2%, Vector Laboratories, vectastain), à température 

ambiante pendant 30 min. Le marquage a été amplifié avec un complexe avidine-biotine 

(Vector Laboratories, vectastaïne) et détecté avec du diaminobenzidine (DAB), (Sigma-

Aldrich, D12384) après une incubation de 10 min. Enfin, les sections ont été contre-marquées 

avec de l'hématoxyline pendant 20 sec. Chaque section de la tumeur a été photographiée 4 fois 

par deux manipulateurs indépendants à l’aide d’un microscope à lumière blanche (objectif X20) 

et la quantification a été réalisée à l’aide du logiciel ImageJ. 

Test de l’activité de l’AchE 

L’activité de l’AchE a été analysée en utilisant la méthode d’Ellman199 . Les HUVECs ont été 

mise en culture en plaque 96 puits et traitées pendant 24 h en présence de DEET (10-5 M ou 10-

8 M). Les cellules ont ensuite été incubées pendant 60 min avec 100 µL d'iodure 

d’acétylthiocholine (ATC, 2 mM, Sigma- Aldrich, A5751) et 100 µL de dithio-dinitrobenzoate 

(DTNB 1 mM, Sigma- Aldrich, D8130) dans un tampon phosphate à pH = 8,1. L'activité AchE 

a été mesurée à 37 °C par absorbance à 405 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque (Mithras 
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LB940). Le BW284c51 à 10-5 M (Sigma- Aldrich) a été utilisé comme contrôle positif. Les 

résultats ont été exprimés en pourcentage de l'activité basale sans inhibiteur. 

Test de migration 

Des HUVECs (5.103) par puits ont été ensemencées en plaque à 96 puits et traitées pendant 24 

h avec du DEET. Après traitement, la plaque a été agitée pendant 15 sec. Le surnageant 

contenant les cellules non-adhérentes a été éliminé par trois lavages avec 0,1 % de BSA dans 

du milieu sans sérum. Les cellules adhérentes ont été fixées avec 4 % de paraformaldehyde 

(PFA) pendant 15 min à température ambiante puis rincées deux fois avec du tampon de lavage 

et colorées avec du cristal violet (1 mg.mL-1 dans l'éthanol 2 %) pendant 10 min à température 

ambiante. Après un lavage abondant à l'eau distillée, 150 µL de SDS 2 % ont été ajoutés et la 

plaque a été incubée pendant 30 min à température ambiante. L'absorbance a été mesurée avec 

un lecteur de microplaques Mithra LB940 à 550 nm (Berthold Technologies). 

Test d’adhésion 

Les HUVECs ont été mises en suspension dans de l’EGM-2 avec 10 % de FBS puis 5.104 

cellules ont été ensemencées dans la chambre supérieure de l’insert Transwell® (membrane en 

PTFE avec un diamètre de pores de 8 µm, Corning). La chambre inférieure a été remplie avec 

1 mL d'EBM-2 contenant 20 % de FBS, avec ou sans DEET. Après 24 h, les cellules ayant 

migré ont été fixées avec 4 % de PFA pendant 15 minutes à température ambiante. Les cellules 

ont été rincées deux fois avec un tampon de lavage puis colorées avec du cristal violet (1 

mg.mL-1 dans l'éthanol 2 %, Sigma-Aldrich, C6158) pendant 10 min à température ambiante et 

lavées abondamment avec de l'eau distillée. Après un lavage abondant à l'eau distillée, du SDS 

2 % a été ajouté et la plaque a été incubée pendant 30 min à température ambiante. L'absorbance 

a été mesurée avec un lecteur de microplaques Mithra LB940 à 550 nm (Berthold 

Technologies). 

Western Blot 

Après traitement, les cellules ont été lysées et homogénéisées dans du tampon RIPA. Les 

protéines (30 pg) ont été séparées sur gel de polyacrylamide-SDS par électrophorèse puis 

transférées sur membrane de cellulose. Les membranes ont été incubées avec des anticorps anti 

peNOS -Ser , peNOS -Thr (Cell Signaling, # 9571, # 9574) , eNOS (BD Biosciences, 610297 

), p-FAK (Cell Signaling Technology, # 3284), VEGF (Santa Cruz Biotechnology, SC152) . 

Un anticorps monoclonal anti-β-actine (Sigma- Aldrich, A5316) a été utilisé pour détecter la 
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protéine de référence. Les membranes ont ensuite été incubées avec un anticorps secondaire 

conjugué à la horse radish peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, SC2313 et LC 2005). 

Les complexes protéine-anticorps ont été détectés avec du luminol (Thermo Scientific, # 

34096). 

Microscopie confocale 

Une fois traitée pendant 24 h avec 10-8 M ou 10-5 M DEET, les HUVECs ont été fixés avec 4 

% paraformaldéhyde pendant 15 min à température ambiante puis perméabilisées avec 0,1 % 

de Triton X-100 dans du PBS. Les cellules ont ensuite été saturées avec 5 % de BSA dans du 

PBS pendant 1 h à température ambiante puis incubées avec un anticorps polyclonal de lapin 

anti-p-FAK (Cell Signaling Technology, # 3284) pendant une nuit à 4 °C. Après lavage avec 

du PBS, les cellules ont été incubées avec un anticorps de chèvre anti-lapin Alexa 488 

(Molecular probe, 31210) pendant 1 h à température ambiante. Dans une autre série 

d'expériences, la tétraméthylrhodamine isothiocyanate-phalloïdine (phalloïdine, Sigma- 

Aldrich, P1951) a été utilisée pour marquer des fibres d'actine. Après traitement, les cellules 

ont été fixées avec 4 % de PFA, puis colorées à la phalloïdine (50 µg.mL-1) pendant 30 min à 

température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées puis visualisées avec un microscope 

confocal (CLMS 700, Zeiss, le logiciel ZEN). 

Mesure du NO et de l’O2
�- par résonance paramagnétique électronique (RPE) 

La production de NO a été réalisée en utilisant le Fe2 +-diéthyldithiocarbamate (DETC , Sigma- 

Aldrich, D95503) comme capteur de spin. Les cellules ont été traitées avec du DEET pendant 

24 h puis le milieu a été remplacé par 250 µL de solution de Krebs. Les HUVECs ont ensuite 

été traitées avec 250 µL du complexe Fe[DETC]2. Après incubation de 45 min à 37 °C, les 

cellules ont été congelées dans des tubes en plastique et la production endothéliale du NO a été 

mesurée par RPE. Les valeurs sont exprimées en amplitude du signal en fonction de la 

concentration en protéines (unit.µg-1.µL de protéines).  

Pour la quantification du O2
�-, les cellules ont été mises dans une solution de Krebs-Hepes de 

déféroxamine chélaté contenant du 1-hydroxy-3-méthoxycarbonyl-2,2,5,5-

tetramethylpyrrolidin (CMH ;Noxygen NOX-02) (500 µM), de la déféroxamine (25 µM) et du 

DETC (5 µM) à température constante (37 °C) pendant 20 min. Les cellules ont ensuite été 

congelées dans des tubes en plastique et la production de O2
�- a été mesurée par RPE. Les 

valeurs sont exprimées en pourcentage de contrôle. 
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Mesure du signal calcique intracellulaire 

Les HUVECs ont été ensemencées dans des puits de lames 8 puits (Ibidi, Martinsried) et les 

HEK 293/M3 ont été ensemencées sur ces mêmes lames préalablement polylysinées (Ibidi, 

Martinsried). Après 24 h, les cellules ont été lavées avec une solution de Krebs (NaCl 119 mM, 

KCl 4,75 mM, MgSO4 1,17 mM, CaCl2 2,5 mM, KH2PO4 1,18 mM, NaHCO3 25 mM , glucose 

11,1 mM, Hepes 20 mM, pH = 7,40 ) et chargées avec la sonde moléculaire Fluo- 4 (3 µM, 

Molecular probe, F14204) pendant 30 min à 37 °C. Les cellules ont ensuite été lavées avec une 

solution de Krebs et visualisées en microscopie confocale (CLMS 700 Zeiss, 488 nm/510 nm, 

logiciel ZEN). Après stabilisation de la fluorescence basale, les cellules ont été stimulées avec 

du carbachol ou de l’ACh (10-10 M à 10-5 M) en présence ou en l'absence de DEET 1 min avant 

stimulation. Les images ont été acquises chaque seconde pendant 10 minutes (time laps) avec 

un objectif X20. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM du rapport de la fluorescence 

maximale divisée par la fluorescence basale. 

Etude de docking du DEET sur M3 

Le docking a été réalisé en collaboration avec la société GreenPharma (Orléans, France). La 

séquence primaire du récepteur M3 a été récupérée à partir du site Uniprot (www.uniprot.com). 

Les structures cristallines des récepteurs muscariniques ont été extraites à partir de la banque 

de données de protéines www.rcsb.org. L'alignement des séquences a été réalisé avec 

ClustalW29 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/) (Figure 19). Le logiciel Surflex-Dock200 implémenté 

dans Sybyl-X 2.1 (Tripos, MO, USA) a été utilisé pour la simulation de docking avec le mode 

GeomX (options par défaut afin d'avoir une précision maximale). Avant le docking, la zone 

d'interactions a été définie par un Protomol généré selon le site allostérique défini par 

l'alignement de la structure 3D de M3 (PDB id: 4DAJ)201 avec M2 (PDB id: 4MQT)202. Pour 

générer le Protomol, les options suivantes ont été utilisées: proto_thresh = 0,5 et proto_bloat = 

0. Les paramètres utilisés pour le calcul de docking étaient ceux par défaut: aucune flexibilité 

sur la protéine, conformations moléculaires supplémentaires MultiStart = 6, taille de la grille 

grid_bloat = 6 Å, conformations maximales par fragment maxconfs = 20, nombre maximal de 

rotations par liaison maxrot = 100, permettre une flexibilité dans la molécule (+ ring), le léger 

traitement de la grille (+ Soft_box), minimisation pré- et post-docking (+ premin & + remin), 

fragments moléculaires (+ frag), méthode d'alignement de spin activé (+ de spinalign), densité 

spindens = 9, le nombre de spin par alignement nspin = 12. Les positions avec une distance 

moyenne au-dessus de div_rms = 0,5 Å ont été conservées et un total de ndoc_final = 20 poses 
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ont été sélectionnées. Pour chaque position, une affinité a été calculée et exprimée en log10 

(Kd). 
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Figure 19 : Comparaison des séquences codant pour les récepteurs M3 humain et de rat. 
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Binding du DEET sur M3 

Le binding a été réalisé par l’entreprise privée CEREP (Celle L'Evescault, France). Brièvement, 

le récepteur M3 humain purifié (0,2 nM lignées cellulaires CHO) a été mélangé avec 0,2 nM 

de [3H]-4-DAMP, un antagoniste sélectif du récepteur M3, puis le complexe a été mis à incuber 

pendant 60 min à température ambiante en l'absence ou en présence de DEET (10-11 M à 10-4 

M). La liaison non spécifique a été déterminée en présence d'atropine (10 µM). La détection a 

été réalisée par comptage des scintillations. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

d'inhibition de la liaison spécifique [3H]-4-DAMP. Le 4-DAMP a été utilisé comme composé 

de référence standard et testé pour chaque expérience à plusieurs concentrations afin d’obtenir 

une courbe de compétition permettant de calculer l’IC50. 

Statistiques 

Les données sont présentées en moyenne ± SEM, n représente le nombre d'expériences. Pour 

la mesure du signal calcique, l'analyse statistique a été effectuée par un test ANOVA. Pour les 

autres expériences, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi d'une correction de 

Bonferroni a été effectué. Un p < 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif. 

 

  



71 

 

3 - Résultats 

a) Le DEET a un effet pro-angiogénique en agissant spécifiquement sur les cellules 

endothéliales 

La croissance tumorale est un processus impliquant plusieurs types cellulaires dont les 

cellules cancéreuses et les cellules endothéliales. Les cellules cancéreuses apparaissent en 

premier afin de former une tumeur tandis que les cellules endothéliales sont impliquées dans 

l’angiogenèse, un processus essentiel pour la croissance de la tumeur et son entrée en phase 

métastasique. 

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer quelles étaient les cellules cibles 

du DEET. Ainsi, des cellules tumorales de glioblastome (U87MG), de mélanome (B16F10) et 

des cellules endothéliales (HUVECs) ont été traitées pendant 24 h avec du DEET. Comme 

indiqué dans le tableau 2, le DEET aux deux concentrations (10-8 M et 10-5 M) n’augmente pas 

la prolifération des deux modèles cellulaires tumoraux alors qu’il augmente la prolifération 

endothéliale. Afin de s’assurer de l’absence d’effets apoptotique et cytotoxique du DEET, la 

viabilité et l’apoptose endothéliale ont été mesurés. Aucun de ces deux effets n’a été observé 

chez les HUVECs traitées avec du DEET aux deux concentrations tandis que l’actinomycine D 

(10-6 M) augmente l’apoptose des HUVECs (Figure 20). Ces résultats suggèrent que le DEET 

favorise la prolifération des cellules endothéliales mais pas des cellules tumorales.  

 

Tableau 2 : Les cellules endothéliales sont les principales cibles du DEET. 

Prolifération (% 

ctrl, m ± SEM) 
DEET 10-8 M DEET 10-5 M 

pFHHSiD 10-7 M 

DEET 10-8 M 

pFHHSiD 10-7 M 

DEET 10-5 M 

U87MG 98,21 ± 1,59 97,18 ± 1,28 / / 

B16F12 92,86 ± 5,23 93,94 ± 5,62 / / 

HUVEC 113,55 ± 3,16* 112,03 ± 2.90* 102,79 ± 5,41 100,82 ± 5,23 

n = 4, *p < 0,05  
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Figure 20 : Le DEET n’a pas d’effet cytotoxique (A) ni pro-apoptotique (B) sur les HUVECs. 

n = 4. 

 

L’effet du DEET sur l’angiogenèse a ensuite été évalué sur HUVECs en culture sur 

Matrigel®. Les deux concentrations de DEET augmentent la longueur des capillaires formés 

par les HUVECs par rapport aux capillaires des HUVECs non traitées (Figure 21 A et B, 

colonnes blanches). Le DEET, à 10-8 M et 10-5 M a donc un effet pro-angiogénique in vitro. 

 

 

Figure 21 : Le DEET a un effet pro-angiogénique in vitro sensible à un antagoniste sélectif de 

M3 (pFHHSiD) et au siRNA M3. n = 6, *p < 0,05 ; **p < 0,01. 
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Afin de confirmer ces études in vivo, des cellules endothéliales préalablement traitées 

avec du DEET ont été injectées en sous-cutanée à des souris. La néovascularisation a été 

appréciée par le dosage de l’hémoglobine 14 jours après l’injection. Les résultats sont présentés 

en figure 22 (A, colonnes blanches) et confirment l’effet pro-angiogénique du DEET in vivo. 

De plus, la néovascularisation induite par le DEET a été évaluée chez des souris Nude 

xénogreffées avec des cellules U87MG et traitées en intra-péritonéal chaque jour pendant 28 

jours avec du DEET de façon à obtenir une concentration plasmatique de 10-5 M. Après 28 jours 

de traitement, la taille des tumeurs des souris traitées avec du DEET était significativement 

augmentée par rapport à la taille des tumeurs des souris contrôle (Figure 22, B). Le marquage 

CD31 de coupes de ces tumeurs révèle également une augmentation du nombre et de la taille 

des capillaires dans les tumeurs de souris traitées par rapport aux tumeurs de souris non traitées 

(Figure 22 C, D, E). Le DEET a donc un effet pro-angiogénique in vivo et augmente la 

croissance tumorale. 
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Figure 22 : Propriétés pro-angiogéniques du DEET in vitro et in vivo. n = 6, *p < 0,05 ;      

**p < 0,01. 

 

b) Le DEET a un effet pro-angiogénique impliquant la voie M3 et inhibe l’activité de 

l’acétylcholinestérase 

Afin de déterminer l’implication de la voie du récepteur M3 dans la prolifération induite 

par le DEET, les HUVECs ont été traitées avec du DEET (10-5 M et 10-8 M) en présence de 

pFHHSiD (10-7 M), un antagoniste sélectif de M3196. Le pFHHSiD prévient totalement 

l’augmentation de la prolifération du DEET pour chacune des deux concentrations testées 

(Tableau 2). 

De plus, l’augmentation de la longueur des capillaires formés par les HUVECs en culture 

sur Matrigel® et induite par le DEET est également prévenue par le pFHHSiD (Figure 21, 
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colonnes grises). La même expérience a été renouvelée avec des HUVECs transfectées avec un 

siRNA M3. En accord avec l’antagonisme de M3, la diminution de l’expression endothéliale 

de M3 permet de prévenir de l’effet pro-angiogénique du DEET in vitro (Figure 21, A colonnes 

noires). L’effet pro-angiogénique du DEET in vitro est donc sensible à un antagoniste sélectif 

de M3 et à un siRNA M3.  

L’implication de la voie M3 dans l’effet du DEET a été confirmée in vivo chez la souris. 

Des cellules endothéliales murines traitées avec du DEET en présence ou non de pFHHSiD ont 

été mises en suspension dans du Matrigel® puis injectées en sous-cutanée à des souris. Le 

pFHHSiD permet de prévenir la néovascularisation induite par le DEET. L’antagonisme 

sélectif de M3 permet également de prévenir l’augmentation de la croissance tumorale induite 

par le DEET (Figures 22 A, B, C, D et E). En accord avec les résultats in vitro, l’effet pro-

angiogénique du DEET in vivo est sensible à un antagoniste sélectif de M3. 

L’AchE avait été préalablement identifiée comme étant une cible du DEET et les inhibiteurs 

de l’AchE tels que le donépézil ont des propriétés pro-angiogéniques in vitro et in vivo141. 

L’effet des deux concentrations de DEET sur l’activité de l’AchE a alors été évalué sur 

HUVECs. Le DEET, à 10-8 M et à 10-5 M inhibe l’activité endothéliale de l’AchE de façon 

similaire au contrôle positif BW284c51 (Figure 23). L’effet pro-angiogénique du DEET est 

donc associé à une diminution de l’activité de l’AchE. 

 

 

Figure 23 : Le DEET (10-8 M et 10-5 M) inhibe l’activité de l’AchE des cellules 

endothéliales. n = 4, *p < 0,05. 
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c) Le DEET augmente la migration, l’adhésion et l’expression de marqueurs endothéliaux 

intervenant dans les processus angiogéniques 

L’effet du DEET a alors été évalué sur les processus cellulaires impliqués dans 

l’angiogenèse tels que la migration et l’adhésion endothéliale. Le DEET, aux deux 

concentrations, augmente l’adhésion et la migration des HUVECs par un effet sensible au 

pFHHSiD (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Le DEET augmente l’adhésion et la migration des cellules endothéliales via un 

effet sensible au pFHHSiD. 

 DEET 10-8 M DEET 10-5 M 
pFHHSiD 10-7 M 

DEET 10-8 M 

pFHHSiD 10-7 M 

DEET 10-5 M 

Adhésion (% ctrl, m ± SEM) 139,85 ± 11,94* 142,45 ± 13,89* 94,81 ± 6,07 84,88 ± 7,58 

Migration (% ctrl, m ± SEM) 122,08 ± 3,92* 133,75 ± 8,21* 47,70 ± 2,49* 79,74 ± 3,71* 

n = 4, *p < 0,05  

 

L’expression et l’activation de protéines impliquées dans les mécanismes d’adhésion et de 

migration de cellules endothéliales ont alors été étudiées à l’échelle moléculaire. Le DEET 

augmente la phosphorylation de FAK, sans en modifier son expression, par une voie sensible 

au pFHHSiD (Figure 24, A). De même, un marquage à la phalloïdine a confirmé la capacité du 

DEET à induire la formation de fibres de stress chez les HUVECs (Figure 24, B). 
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Figure 24 : Le DEET augmente la phosphorylation de FAK et induit la formation de fibres 

de stress. n = 4, *p < 0,05. 

 

La production de NO par les HUVECs stimulées avec du DEET aux deux concentrations a 

été évaluée par RPE et la phosphorylation de la eNOS suite au traitement par le DEET a été 

évaluée par western blot. Le DEET augmente la production endothéliale de NO et augmente le 

rapport de phosphorylation de la eNOS en faveur d’une phosphorylation sur son site activateur 

en sérine 1177 (Figure 25, A et B). Or, la biodisponibilité du NO dépend de la présence d’anions 

superoxydes O2
�-. Afin de s’assurer que l’augmentation de la production du NO par le DEET 

n’était pas associée à une augmentation de la production d’O2
�- diminuant ainsi sa 

biodisponibilité, la présence d’O2
�- endothélial a été évaluée par RPE. Le DEET à 10-8 M et à 

10-5 M n’induit pas d’augmentation de production d’O2
�- (99,8 ± 8,9 % et 80,4 ± 11,4 % 

respectivement) chez les HUVECs. Enfin, le DEET augmente l’expression du VEGF chez les 

HUVECs, un facteur de croissance pro-angiogénique, mais cet effet est totalement aboli par la 

présence du pFHHSiD (Figure 25, C). 
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Figure 25 : Le DEET augmente l’expression et/ou la phosphorylation de marqueurs 

endothéliaux impliqués dans les processus angiogéniques.  

n = 4 - 6, *p < 0,05 ; **p < 0,01. 

 

En revanche, le DEET n’induit pas d’augmentation significative de l’expression du VEGF 

dans les tumeurs des souris Nude traitées tous les jours pendant 28 jours (Figure 26, A). De 

plus, aucune augmentation de l’expression de RhoA n’est également constatée chez des 

HUVECs traitées avec du DEET aux deux concentrations (Figure 26, B). 
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Figure 26 : Expression du VEGF murin dans les tumeurs des souris Nude traitées tous les 

jours pendant 28 jours avec du DEET (A) et expression de RhoA chez des HUVECs 

traitées avec du DEET (10-8 M et 10-5 M) (B). n = 3 - 6. 

 

L’effet pro-angiogénique du DEET est donc associé à une augmentation de l’adhésion et de 

la migration endothéliale. Ces processus sont accompagnés d’une augmentation de la 

phosphorylation de FAK, de la production du NO et de l’expression du VEGF. 

d) Le DEET est un modulateur allostérique de M3 

La stimulation du récepteur M3 par un de ses ligands conduit à une libération du Ca2+ du 

RE vers le cytosol et à une activation de la cellule endothéliale et de ses voies de signalisation 

impliquées dans l’angiogenèse203. L’effet pro-angiogénique du DEET étant sensible à un 

antagoniste sélectif du récepteur M3 et/ou à un siRNA M3 au niveau endothélial, le signal 

calcique suite à une stimulation par le DEET a été évalué sur des HUVECs préalablement 

chargées avec la sonde calcique fluo-4. De façon surprenante, le DEET, aux deux 

concentrations, n’est pas capable d’induire de signal calcique chez les HUVECs (résultats non 

montrés). L’expérience renouvelée sur des cellules HEK 293 surexprimant de façon stable le 

récepteur humain M3 (HEK 296/M3) a engendré les mêmes résultats (Figure 27, A et B). 

Cependant, les deux concentrations de DEET induisent un décalage vers la gauche de la 

courbe concentration-réponse du signal calcique induit par le carbachol, un agoniste 

muscarinique (Figure 27, C). De même, le DEET augmente avec une courbe « en cloche » la 
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réponse calcique d’une même concentration de carbachol (10-8 M) (Figure 27, D). Ces résultats 

suggèrent que le DEET agit non pas comme un agoniste du récepteur M3 mais comme un 

modulateur de ce récepteur.  

 

 

Figure 27 : Le DEET est un modulateur et non un agoniste du récepteur M3. n = 4 – 6, *p 
< 0,05. 

 

Afin de confirmer ces résultats, une étude de binding du DEET a été réalisée sur cellules 

CHO surexprimant le récepteur M3 humain. Comme indiqué en Figure 28 (A), le DEET n’est 

pas capable de déplacer un radioligand marqué du site orthostérique de M3. De plus, les études 

de docking montrent très clairement des interactions possibles entre la molécule du DEET et le 

site allostérique de M3, confirmant ainsi l’hypothèse d’une modulation allostérique du DEET 

sur ce récepteur (Figure 28, B). 
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Figure 28 : Binding (A) et docking (B) du DEET sur le récepteur M3 suggérant une 
modulation allostérique de ce récepteur par le DEET. 
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4 – Discussion, conclusion et perspectives 

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre en évidence un effet pro-angiogénique du 

DEET associé à une augmentation de la croissance tumorale in vivo. Cet effet pro-angiogénique 

est accompagné d’une augmentation de la prolifération, de la migration et de l’adhésion des 

cellules endothéliales, ainsi que d’une augmentation de la production du NO, de la 

phosphorylation de FAK et de l’expression endothéliale du VEGF. De plus, à l’échelle 

moléculaire, le DEET inhibe l’AchE et module le récepteur M3 via son site allostérique. Enfin, 

la diminution de l’expression endothéliale de M3 ou son antagonisme prévient l’effet pro-

angiogénique du DEET in vitro et in vivo soulignant l’implication de la voie M3 dans 

l’angiogenèse induite par ce répulsif.  

Après application cutanée, le DEET peut se retrouver dans la circulation générale 

notamment suite à son inhalation et/ou son passage de la barrière cutanée. La concentration 

plasmatique des sujets exposés au DEET dans ces conditions peut atteindre 10-5 M116,117. Du 

fait de sa forte utilisation et de son mésusage, le DEET est retrouvé dans l’eau des rivières et 

les nappes phréatiques à une concentration moyenne estimée à 10-8 M87. Les expériences ont 

ainsi été réalisées avec ces deux concentrations, 10-8 M et 10-5 M.  

La présence du DEET dans l’environnement conduit inévitablement à sa présence dans 

l’eau du robinet et même dans l’eau potable de certaines régions204. Même si les concentrations 

sont très faibles, il est possible d’émettre l’hypothèse selon laquelle la présence quasi 

ubiquitaire et permanente du DEET dans l’environnement peut mener indirectement à son 

exposition en chronique chez l’Homme.  

Il a été montré que l’exposition chronique au DEET était associée à une augmentation 

du risque d’être atteint de cancer138. Cette étude cas-témoins n’a cependant jamais été confirmée 

et n’est pas en accord avec les données de la littérature chez l’animal montrant une absence de 

carcinogénicité du DEET même après 18 mois de traitement quotidien140. Le DEET ne serait 

donc probablement pas cancérigène ni en exposition aiguë, ni en exposition chronique. En 

accord avec ces derniers résultats, aucune modification de la prolifération des cellules tumorales 

U87MG et B16F12 n’a été retrouvée pour chacune des concentrations de DEET, ce qui n’est 

en revanche pas le cas pour les cellules endothéliales. L’expérience sur souris Nude 

xenogreffées avec des U87MG et traitées tous les jours avec du DEET permet de confirmer in 

vivo qu’au sein d’une tumeur solide, le DEET cible préférentiellement les cellules endothéliales 

en induisant l’angiogenèse conduisant in fine à une augmentation de la croissance tumorale. Il 
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aurait été intéressant dans ce modèle de confirmer l’absence de modification de la prolifération 

des cellules tumorales à l’aide par exemple d’un immuno-marquage sur des coupes des tumeurs 

de Ki67, une protéine surexprimée lorsque les cellules sont en phase proliférative205. Il serait 

également intéressant de confirmer in vivo ces résultats avec d’autres modèles de cellule 

tumorale tels que les cellules de carcinome pulmonaire de Lewis LL/2 qui forment une tumeur 

vascularisée206 ou encore les cellules de mélanome humain A-375 compte tenu de l’application 

cutanée du DEET. 

L’effet pro-angiogénique du DEET est également associé à une augmentation de la 

migration et de l’adhésion des HUVECs, processus cellulaires impliqués dans l’angiogenèse. 

Ces processus sont également associés à une augmentation de la production du NO, de la 

phosphorylation de FAK et de l’expression du VEGF au niveau endothélial. En revanche, le 

DEET n’augmente pas l’expression endothéliale de RhoA, une protéine pourtant bien connue 

pour être impliquée dans les processus angiogéniques au niveau endothélial et généralement 

associée à une augmentation du stress des fibres et de la phosphorylation de FAK207. Cependant, 

RhoA est une GTPase directement liée à la membrane plasmique. Ainsi, il aurait été préférable 

d’évaluer l’expression de RhoA en western blot à partir des protéines isolées de la membrane 

plasmique des HUVECs et non sur les protéines totales. De plus, l’expression de GTP-RhoA, 

la forme active de RhoA n’a pas été évaluée. Il aurait donc été intéressant d’évaluer l’expression 

de GTP-RhoA par rapport à l’expression totale de RhoA à partir de fractions protéiques issues 

de la membrane plasmique des HUVECs traitées ou non avec du DEET. 

De même, aucune augmentation significative de l’expression du VEGF n’est constatée 

à partir des protéines extraites des tumeurs des souris traitées ou non avec du DEET. Ces 

résultats peuvent s’expliquer par le fait que l’augmentation de la production endothéliale de 

VEGF induite par le DEET ne serait pas visible à partir de protéines extraites des tumeurs 

entières. L’isolation des cellules endothéliales à partir des tumeurs aurait pu permettre de 

confirmer in vivo l’augmentation spécifiquement endothéliale de la production de VEGF suite 

à une exposition au DEET. Une autre explication pourrait être que la sécrétion du VEGF par 

les cellules endothéliales pourrait avoir lieu à un stade plus précoce, durant les premiers jours 

de traitement du DEET. 

Les cibles du DEET chez l’insecte responsables de son activité répulsive font encore 

aujourd’hui l’objet de nombreux débats. De nombreux récepteurs ont déjà été identifiés dans 

différents modèles suggérant un mode d’action multi cible du DEET. Chez l’Homme, plusieurs 

effets indésirables ont également été remarqués et l’AchE a clairement été identifiée par binding 
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comme une cible du DEET98. Ainsi, l’effet du DEET sur l’activité de l’AchE sur cellule 

endothéliale a été évalué. Le DEET, aux deux concentrations 10-8 M et 10-5 M, inhibe l’AchE 

endothéliale de 65 % et 64 % respectivement. Ces résultats concordent également avec les 

résultats montrant un effet pro-angiogénique des inhibiteurs de l’AchE141,142.  

De plus, le DEET est également suspecté d’agir sur le récepteur M3 et plus précisément 

sur son site allostérique. Afin de vérifier cette hypothèse, le pFHHSiD, un antagoniste sélectif 

de M3196 a été utilisé ainsi qu’un siRNA M3 afin de diminuer l’expression de ce récepteur chez 

les HUVECs. L’effet pro-angiogénique du DEET, in vitro comme in vivo ainsi que la 

prolifération, l’adhésion, la migration et l’augmentation de l’expression du VEGF des cellules 

endothéliales sont totalement prévenues par le pFHHSiD et/ou un siRNA M3. Ces observations 

confirment l’implication de la voie M3 dans l’effet pro-angiogénique du DEET. 

Pour étudier plus en détail les interactions existant entre la molécule de DEET et le 

récepteur M3, le signal calcique des HUVECs et des HEK/M3 en réponse à une stimulation au 

DEET a été évalué. Le DEET n’induit pas d’augmentation de la concentration calcique intra-

cytosolique dans ces deux modèles cellulaires mais il potentialise la réponse calcique au 

carbachol, un agoniste muscarinique dérivé de l’Ach et non dégradé par l’AchE. Cette 

expérience démontre clairement un effet modulateur sur site allostérique et non agoniste à partir 

du site orthostérique. L’essai de binding conforte d’ailleurs ces résultats car le DEET ne déplace 

pas un radioligand marqué du site orthostérique de M3. Le docking permet également de mettre 

en évidence des interactions possibles entre la molécule de DEET et le site allostérique de M3. 

Ces derniers résultats confirment ainsi les hypothèses préalablement formulées dans la 

littérature concernant la modulation allostérique de M3 par le DEET99. 

L’ensemble de tous ces résultats permet donc d’affirmer que le DEET, en inhibant 

l’AchE d’une part, et d’autre part, en modulant le récepteur M3, augmente le signal calcique 

induit par l’Ach et active la cellule endothéliale menant ainsi à un effet pro-angiogénique 

(Figure 29). 
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Figure 29 : Mécanisme d’action du DEET sur la cellule endothéliale responsable de 

son effet pro-angiogénique. 

 

Ces travaux ont été réalisés chez la souris Nude xénogreffée avec des cellules tumorales 

humaines et sur cellules endothéliales primaires humaines. L’idéal serait maintenant de 

confirmer ces données chez l’Homme en utilisation réelle. Cependant, il apparait difficile 

d’étudier l’angiogenèse chez des sujets sains et une étude interventionnelle de type exposés – 

non exposés chez des patients atteints de cancer est éthiquement infaisable au regard des 

résultats obtenus chez l’animal. Des études épidémiologiques, dans l’idéal longitudinales et 

prospectives associant le dosage plasmatique du DEET et la croissance tumorale voire le temps 

d’apparition de rechute pourraient permettre de répondre à cette problématique. Néanmoins, 

étant donnés les résultats observés sur cellules primaires humaines et sur animal, le principe de 

précaution pourrait être appliqué pour les patients atteints de cancer solide et souhaitant utiliser 

un répulsif anti-moustiques.  

Une autre solution serait de trouver une concentration plasmatique maximale en DEET 

dénuée d’effet pro-angiogénique. Lorsque des HUVECs sont traitées avec une gamme de 

concentration de DEET et mises en culture sur Matrigel® de façon à évaluer la formation des 

capillaires, un effet pro-angiogénique du DEET n’est retrouvé qu’à partir de 10-8 M. Ainsi, 10-
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9 M est la concentration  maximale en DEET n’induisant pas d’effet pro-angiogénique in vitro 

(Figure 30). La confirmation de ces résultats in vivo permettrait de définir un seuil de 

concentration plasmatique en DEET à ne pas dépasser. Ainsi, des études précises de 

pharmacocinétique du DEET chez l’Homme permettraient de définir une concentration 

maximale en DEET dans les produits commercialisés ainsi qu’une aire et une fréquence 

d’application maximales à ne pas dépasser afin de ne pas atteindre le seuil de 10-8 M de DEET 

en concentration plasmatique. 

 

Figure 30 : Longueur des capillaires formés par les HUVECs après traitement par des 

concentrations croissantes du DEET. n = 6, *p < 0,05 ; **p < 0,01. 

 

Ces conditions d’application permettraient également de diminuer l’utilisation de ce 

répulsif limitant ainsi sa présence dans l’environnement. Ceci permettrait alors non seulement 

de diminuer les expositions chroniques dues à la présence du DEET dans les eaux notamment 

potables mais également de diminuer l’apparition de résistances des moustiques pour ce 

répulsif. 

La révision des formulations galéniques dans le but de diminuer le passage cutané du 

DEET tout en maintenant son activité répulsive contre les moustiques pourrait également être 

une solution. Il a d’ailleurs déjà été montré par exemple que la microencapsulation du DEET 

permettait de diminuer son absorption cutané et augmentait sa durée d’action répulsive contre 

les moustiques125,208. 
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Enfin, le DEET pourrait être associé aux autres répulsifs et notamment à l’IR3535 et à 

l’icaridine (ou KBR3023) ou à des insecticides organophosphates comme le pyrimiphos dans 

le but d’induire une synergie des effets répulsifs tout permettant ainsi de réduire les doses 

utilisées209–211. En effet, il a été montré que ces associations permettent de diminuer les 

concentrations respectives de chacun des produits et évitent l’apparition des résistances. 

Une chose est certaine, l’utilisation du DEET chez l’Homme doit aujourd’hui être 

réévaluée. Il est clair que le DEET, avec l’utilisation de moustiquaires imprégnées et la 

pulvérisation d’insecticides rémanents dans les habitations, constitue un atout indispensable 

pour la lutte contre les maladies vectorielles. Cependant, les données de la littérature montrant 

l’apparition d’effets secondaires suite à son utilisation sont de plus en plus 

nombreuses98,130,131,212 tout comme les données montrant les difficultés à épurer cette molécule 

des eaux potables213–215. De plus, les paramètres pharmacocinétiques de cette molécule chez 

l’Homme doivent être précisés. Ces études fourniraient alors des méthodes permettant de 

vérifier que les conditions d’utilisation de ces produits ne permettent pas d’atteindre des taux 

plasmatiques en DEET susceptibles d’entrainer des effets secondaires chez l’Homme. 
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DEUXIEME ETUDE : ROLE DE PTP1B ET DU STRESS DU RE DANS LA 

DYSFONCTION ENDOTHELIALE INDUITE PAR LE DIABETE  

 

1 - Résultats préliminaires 

 Afin de vérifier l’hypothèse selon laquelle PTP1B serait directement régulée au niveau 

endothéliale par la glycémie et que le stress du RE pourrait être impliqué dans cette régulation, 

dans un premier temps, la quantité d’ARN messager (ARNm) et de protéine correspondant à 

PTP1B et aux marqueurs du stress du ER tels que CHOP, GRP78, XBP1 et spliced XBP1 (spl 

XBP1) ont été évaluées par RTqPCR ainsi que par WB dans des vaisseaux (veine et aorte) de 

patients diabétiques et comparées à celle des patients non diabétiques. Comme le montre la 

figure 31, le diabète chez l’Homme est associé à une augmentation des ARNm et de 

l’expression de PTP1B et des marqueurs du stress du RE au niveau vasculaire.  

 

 

Figure 31 : Les patients diabétiques présentent une augmentation de la quantité 

d’ARNm et de l’expression de PTP1B et des marqueurs du stress du RE au niveau vasculaire 

comparés aux non diabétiques. n = 6, *p < 0,05 ; **p < 0,01. 
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Chez la souris, le traitement à la STZ les rendant ainsi diabétiques induit une 

augmentation de l’expression de PTP1B dans l’aorte thoracique par rapport aux souris non 

traitées. Ces données sont en accord avec les données retrouvées chez l’Homme confirmant 

ainsi ce modèle animal pour cette étude (Figure 32). 

 

 

Figure 32 : Les souris diabétiques présentent une augmentation vasculaire de 

l’expression de PTP1B par rapport aux souris contrôles. n = 10, *p < 0,05. 

 

De plus, il a été mis en évidence une augmentation des ARNm des marqueurs du stress 

du RE dans l’aorte d’un autre modèle de souris rendues diabétiques par mutation du récepteur 

à la leptine (souris db/db), par rapport aux souris non mutées. Comme précédemment, ces 

résultats sont en accord avec les données chez l’Homme. De façon intéressante, les souris db/db 

présentent également au niveau vasculaire une augmentation de l’ARNm codant pour p53, une 

protéine impliquée dans l’initiation de l’apoptose (Figure 33). 
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Figure 33 : Les souris db/db présentent une augmentation des ARNm codant pour des 

protéines du stress du RE et pour l’apoptose par rapport aux souris hétérozygotes db/+. n = 6, 

*p < 0,05. 

 

Afin de préciser si cette augmentation de PTP1B et des marqueurs du stress du RE ont 

lieu spécifiquement au niveau de l’endothélium, des cellules endothéliales d’aorte humaine 

(HAECs) ont été traitées ou non pendant 5 jours avec une concentration en glucose de 25 mM. 

Cette forte concentration de glucose induit une augmentation de l’expression de PTP1B, de 

GRP78 et de ERO1α (Figure 34). Cependant, le lien entre PTP1B et le stress du RE en 

conditions hyperglycémiques et leur implication dans la dysfonction endothéliale reste à 

démontrer. 

 

Figure 34 : Augmentation de l’expression de PTP1B, GRP78 et de ERO1α chez des HAECs 

traitées pendant 5 jours avec une concentration en glucose de 25 mM par rapport aux HAECs 

non traitées. n = 6, *p < 0,05. 
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2 - Objectifs de l’étude 

 L’objectif de ce travail est d’évaluer l’implication de PTP1B et du stress du RE ainsi 

que leurs interactions dans la dysfonction endothéliale induite par l’hyperglycémie dans le cadre 

du DT1. 

 

3 - Méthodes 

Culture de cellules endothéliales 

Les HUVECs (Human Umbilical Venous Endothelial Cells) proviennent de cordons 

ombilicaux des deux sexes (Lonza®) et ont été mises en culture dans des flasques T75 

Corning® dans du milieu EGM-2 (Lonza®) contenant 8 % de sérum de veau fœtal (SVF, 

Gibco®). Elles ont été utilisées entre leur 4ème et leur 8ème passage après incubation dans une 

atmosphère contrôlée à 37 °C avec 5% de CO2 et saturée en H2O. Une fois à confluence, les 

cellules ont été, ou non, transfectées avec un siRNA PTPT1B ou contrôle (Ambion, life 

technologies) avec de la Lipofetamine (invitrogen, life technologies) dans du milieu Opti-MEM 

(Lonza) pendant 24 h. 3 jours après, les cellules ont été traitées avec de l’EGM-2 contenant 2 

% de SVF et 25 mM de glucose (high glucose HG) ou 5 mM de glucose et 20 mM de mannitol 

(contrôle osmotique, OC) pendant 5 jours avec un changement de milieu tous les 2 jours. 

Modèles animaux 

Les souris PTP1B ECKO (C57Bl6) proviennent de  l’Université de Yale et ont été 

généreusement fournies par le Dr Michael Simons. Le KO de PTP1B spécifique de 

l’endothélium a été induit par des injections en intrapéritonéale de 2mg/j pendant 5 jours de 

tamoxifène préalablement dissout dans de l’huile de maïs. Les souris ont été traitées à l’âge de 

4 – 6 semaines et utilisées après une période de 2 semaines suivant le dernier traitement. 

Les souris Akita (C57Bl6) proviennent des laboratoires Jackson et ont été utilisées à l’âge de 

10 semaines. 

Les souris PTP1B KO (Balb/c) ainsi que leurs contrôles proviennent de l’Université de McGill 

et ont été généreusement fournies par le Dr Michel Tremblay. 

Les animaux ont été élevés dans une atmosphère tempérée (22 ± 2 °C) avec un cycle de lumière 

et d’obscurité toutes les 12 h et nourris avec de la nourriture standard et de l’eau ad libitum au 

sein de l’animalerie de l’Université d’Augusta (Géorgie, USA). 
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Traitement à la streptozotocine (STZ)  

Le DT1 a été induit avec 50 mg/kg/j pendant 5 jours de STZ en intrapéritonéale chez les souris 

PTP1B ECKO. La STZ a été injectée 2 semaines après la dernière injection de tamoxifène et 

les souris ont été utilisées après une période de 2 semaines suivant la dernière injection de STZ. 

L’induction du DT1 a été confirmée par une glycémie supérieure à 2,40 g/l. 

Myographie 

Les souris ont été anesthésiées avec de l’isoflurane 5 % puis sacrifiées par décapitation. Le sang 

a été collecté et l’aorte thoracique a été prélevée, disséquée de façon à enlever tout le tissu 

adipeux puis coupée en anneaux de 2 mm. Ces anneaux ont ensuite été montés sur un 

myographe (DMT, Aarhus, Denmark) et équilibrés pendant 45min à une pré-tension de 1g. La 

fonction endothéliale a été évaluée par des courbes concentration-réponse à l’Ach (10-9 M à 10-

5 M) après obtention d’un plateau de contraction à la sérotonine (5-HT, 10-6 M). L’implication 

du NO et des prostaglandines ont été évaluées en renouvelant l’expérience en présence de 

l’inhibiteur de eNOS Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) et/ou d’indométhacine à la 

concentration de 10-4 M. En fin d’expérience, la relaxation indépendante de l’endothélium a été 

évaluée avec des concentrations-réponse au nitroprussiate de sodium (SNP, 10-10 M à 10-5 M). 

Les réponses ont été exprimées en pourcentage de contraction au 5-HT. 

Western blots 

Après 5 jours de traitement, les protéines des HUVECs ont été extraites avec une solution de 

Laemmli contenant 5 % de β-mercapto-éthanol (β-ME). Les protéines des aortes de souris ont 

été extraites après pulvérisation dans l’azote liquide de l’aorte avec un tampon RIPA et du 

Laemmli contenant 5 % de β-ME. Les protéines ont ensuite été migrées sur un gel SDS-PAGE 

et transférées sur une membrane en PVDF. Après saturation pendant 1h à l’aide de protéines de 

lait à 5 % dans du TBS-T, la membrane a été incubée pendant la nuit à 4 °C et sous agitation 

avec les anticorps dirigés contre PTP1B (humain : BD bioscience, souris : ABCam), phospho-

AMPK et AMPK (Cell signaling), GRP78 (ABCam), ERO1α (Santa Cruz) et GAPDH (Santa 

Cruz). 

RTqPCR 

Les ARN totaux des HUVECs ont été extraits, purifiés et élués sur une colonne PureLink® 

RNA (Ambion, life technologies) et la concentration en ARN a été établie avec un NanoDrop 

1000 (NanoDrop Technologies). L’ADN complémentaire a été généré par RT-PCR avec un kit 



94 

 

de reverse transcription (High capacity cDNA reverse transcription kit, Thermo Fisher 

Scientific) et la RT-PCR quantitative en temps réel a été réalisée avec du SYBR-Green 

Supermix (Bio-Rad Laboratories) à l’aide des primers suivants : 

PTP1B humain :  Fw 5’ GCG GCC ATT TAC CAG TTG AC 3’ 

   Rv 5’ GAC GAC ACC CCT GCT TTT CT 3’ 

PTP1B murin :  Fw 5’ GGA GCA TAG GAC AGT GGT AAT 3’ 

   Rv 5’ CTA ACT CAC AGG GAA AGC AGA 3’ 

18S :    Fw 5’ TCG AGG CCC TGT AAT TGG AA 3’ 

   Rv 5’ CCC TCC AAT GGA TCC TCG TT 3’ 

 

  



95 

 

4 - Résultats 

1) Akita mice 

L’implication de PTP1B et du stress du RE dans la dysfonction endothéliale a été évaluée 

dans un autre modèle murin du DT1, chez les souris Akita. Les souris hétérozygotes Akita, de 

souche C57Bl6, comportent une mutation au niveau du gène codant pour l’insuline (Ins2)216. 

Les principaux symptômes du DT1 tels que l’hyperglycémie, l’hypoinsulinémie, la polydipsie 

et la polyurie sont retrouvés chez ces souris après l’âge de 3 semaines. Le phénotype diabétique 

est plus sévère chez les mâles par rapport aux femelles. Chez la souris, un diabète est considéré 

pour une glycémie supérieure à 240 mg/dl176. Les résultats de la glycémie pour les souris Akita 

sont présentés dans le tableau 4. Ces résultats confirment le DT1 chez les souris Akita mâles et 

le phénotype diabétique plus important chez les mâles par rapport aux femelles. 

 

Tableau 4 : Glycémie des souris Akita mâles et femelles par rapport aux souris contrôles. 

 Age (semaine) Glycémie (mg/dl) 

Souris contrôle femelle (n = 2) 5 146.5 

Akita femelle (n = 4) 8 - 19 197,5 ± 5,9 

Souris contrôle mâle (n = 9) 8 - 10 140,7 ± 11,5 

Akita mâle (n = 4) 8 - 10 438,0 ± 13,8 

 

La fonction endothéliale a ensuite été évaluée par myographie chez les souris Akita 

mâles et comparée par rapport aux souris contrôles mâles. Le phénotype diabétique Akita 

semble associé à une diminution de la relaxation induite par l’Ach sans affecter la relaxation 

indépendante de l’endothélium induite par le SNP (Figure 35). 
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Figure 35 : Courbes de relaxation à l’Ach (A) et au nitroprussiate de sodium (SNP) (B) 

d’anneaux d’aortes de souris Akita mâles (carré noir) et de souris contrôles (rond noir).  

n = 3 - 5. 

  

L’expression de GRP78, un marqueur du stress du RE et de PTP1B dans l’aorte de ces 

souris, a également été évaluée par Western Blot. Comme indiqué en figure 36, les souris Akita 

mâles semblent présenter une augmentation de GRP78. Concernant PTP1B, les résultats 

semblent moins clairs mais laissent suggérer une petite augmentation. 

 

Figure 36 : Augmentation de l’expression de GRP78 mais pas de PTP1B dans l’aorte des 

souris Akita mâles par rapport aux souris contrôles. n = 3. 

 

Ces résultats préliminaires suggèrent donc que les souris mâles Akita présenteraient une 

dysfonction endothéliale associée à une augmentation de GRP78 au niveau vasculaire. 
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2) Implication de PTP1B et du stress du RE au niveau endothélial sous l’influence de 

l’hyperglycémie 

Afin d’étudier plus en détail le rôle de PTP1B dans l’endothélium en condition diabétique, 

des souris KO pour PTP1B spécifiquement au niveau endothélial (PTP1B ECKO) ont été 

traitées par de la STZ. Deux semaines après la dernière injection, ces souris présentent une 

hyperglycémie. Tableau 5. 

Tableau 5 : Glycémie des souris PTP1B ECKO deux semaines après la dernière injection 

de STZ. 

 Age (semaine) Glycémie (mg/dl) 

ECKO WT (n = 3) 8 - 10 449,7 ± 95,5 

ECKO KO (n = 4) 8 - 10 531,8 ± 36,3 

 

 La fonction vasculaire de ces souris a ensuite été évaluée par myographie grâce à des 

courbes de concentrations – réponses à l’Ach ou au SNP et comparées par rapport à des souris 

ECKO non traitées. L’utilisation d’un inhibiteur de eNOS (L-NAME) et/ou des COXs 

(indométacine) a permis d’apprécier l’implication du NO, des prostaglandines et de l’EDHF 

dans cet effet. La délétion spécifique de PTP1B dans les cellules endothéliales ne semble pas 

modifier la relaxation induite par l’Ach (Figure 37, A). En revanche, le traitement à la STZ 

induirait une dysfonction endothéliale qui serait prévenue par la délétion de PTP1B 

spécifiquement au niveau de l’endothélium (Figure 37, B). Aucune différence n’est constatée 

pour les relaxations au SNP pour toutes les conditions (Figure 37, C et D). De plus, pour les 

souris traitées au STZ, la présence d’indométacine seule semble augmenter légèrement la 

relaxation induite par l’Ach pour les deux groupes tandis que la présence de L-NAME seul 

abolirait la différence de relaxation à l’Ach entre les souris WT et les souris dont PTP1B a été 

spécifiquement délété au niveau endothélial (Figure 37, E). Cependant, la présence à la fois 

d’indométacine et de L-NAME chez les souris traitées au STZ ne semble pas abolir totalement 

la dysfonction endothéliale induite par le STZ (Figure 37, E). Ainsi, ces résultats préliminaires 

suggèrent que la délétion spécifiquement endothéliale de PTP1B permettrait de prévenir la 

dysfonction endothéliale induite par le STZ et que cette délétion impliquerait à la fois le NO et 

un autre facteur dérivé de l’endothélium. 
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Figure 37 : La délétion spécifique de l’endothélium de PTP1B préviendrait de la dysfonction 

endothéliale induite par la STZ. Cet effet apparait sensible à la présence de L-NAME mais 

pas d’indométacine. n = 3 - 4. 

 

 L’implication de PTP1B et des marqueurs du stress du RE a ensuite été évaluée in vitro 

chez des HUVECs transfectées ou non avec un siRNA contrôle ou PTP1B puis traitées pendant 

5 jours avec 5 ou 25 mM de glucose. Afin d’évaluer l’effet du changement d’osmolarité, les 

HUVECs ont également été traitées avec 5 mM de glucose et 20 mM de mannitol (contrôle 

osmotique, OC). L’efficacité de la transfection a été appréciée par PCR quantitative ainsi que 

par Western Blot. Comme présenté en figures 38 et 39, la transfection diminue de plus de 60% 

l’expression de PTP1B.  
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Figure 38 : La transfection des HUVECs avec un siRNA PTP1B diminue la quantité des 

ARNm codant pour PTP1B. NG : normal glucose (5 mM), HG : high glucose (25 mM), OC : 

osmotic control (5 mM glucose et 20 mM mannitol). n = 4. 

 

Cependant, aucune augmentation de l’expression de PTP1B et de GRP78 ne semble 

apparaître sous l’effet de la forte concentration de glucose pendant 5 jours chez les HUVECs 

(Figure 39). En revanche, la diminution de l’expression de PTP1B par la transfection avec le 

siRNA PTP1B serait associée à une augmentation de l’expression d’AMP-activated protein 

kinase (AMPK) et ce, indépendamment des concentrations en glucose ou en mannitol. Aucune 

modification significative de la phosphorylation d’AMPK ne semble cependant retrouvée pour 

toutes les conditions. 
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Figure 39 : La délétion de PTP1B chez les HUVECs est associée à une augmentation de 

l’expression de l’AMPK sans modification de son activité et ce, quelque soient les 

concentrations en glucose et/ou mannitol. NG : normal glucose (5 mM), HG : high glucose 

(25 mM), OC : osmotic control (5 mM glucose et 20 mM mannitol). n = 2 – 4. 
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Afin d’étudier les interactions pouvant exister entre PTP1B et le stress du RE au niveau 

de l’endothélium, la relaxation d’aortes de souris PTP1B ECKO et WT a été évaluée après 

traitement des anneaux pendant 4h avec un inducteur chimique du stress du RE, la tunicamycine 

(5 µg/ml). Dans ces conditions expérimentales, la tunicamycine ne semble pas induire de 

changement de la relaxation dépendante et indépendante de l’endothélium (Figure 40, A et B). 

Cependant, les souris PTP1B ECKO présentent une diminution de l’EC50 du SNP par rapport 

aux souris WT (3,47.10-9 M et 3,86.10-9 M contre 7,15.10-9 M et 8,31.10-9 M respectivement). 

 

 

Figure 40 : Absence de dysfonction endothéliale induite par la tunicamycine mais diminution 

de l’EC50 du SNP chez les souris PTP1B ECKO par rapport aux souris WT. n = 8. 

De plus, la tunicamycine semble augmenter l’expression de GRP78 dans les cellules 

endothéliales extraites à partie d’aortes de souris WT et PTP1B KO après 4 h de traitement 

(Figure 41, A). La délétion ne permettrait pas de prévenir le stress du RE induit par la 

tunicamycine. Cependant, elle réduirait considérablement l’expression basale de GRP78 

(Figure 41, A).  

De plus, le traitement par la tunicamycine semble diminuer l’expression de l’AMPK 

chez les cellules endothéliales extraites à partir d’aortes de souris PTP1B KO sans pour autant 

en modifier l’activité (Figure 41, B). De façon intéressante, la délétion totale de PTP1B dans 

ces cellules serait également associée à une augmentation de l’expression de l’AMPK, en 

accord avec les résultats obtenus précédemment sur HUVECs (Figure 41, B). 
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Figure 41 : Expression de GRP78 (A) et pAMPK et AMPK (B) chez des cellules 

endothéliales extraites à partir de souris WT et KO pour PTP1B et traitées pendant 4h avec de 

la tunicamycine.  
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5 – Discussion, conclusion et perspectives 

L’ensemble de ces travaux, encore préliminaires, semblent toutefois confirmer sur deux 

modèles différents de souris, Akita et C57Bl6 traitées avec STZ, que le DT1 induit une 

dysfonction endothéliale. De façon intéressante, la délétion de PTP1B spécifiquement au niveau 

endothélial préviendrait totalement cette dysfonction endothéliale induite par le DT1. De plus, 

l’exposition à une forte concentration en glucose, que ce soit in vivo sur souris atteinte de DT1 

ou in vitro après traitement pendant 5 jours, induirait une augmentation de l’expression de 

GRP78, un marqueur du stress du RE sur cellule endothéliale. Enfin, la délétion ou la 

diminution de l’expression de PTP1B au niveau endothélial semble induire une diminution de 

l’expression basale de GRP78 ainsi qu’une augmentation de l’expression d’AMPK. 

Les souris Akita comportent une mutation au niveau du gène codant pour l’insuline. Il 

en résulte alors une très faible production et libération d’insuline mature dans leur circulation 

générale216. Ces souris Akita sont donc un modèle pertinent pour l’étude du DT1 tout comme 

les souris C57Bl6 traitées avec STZ. Ces deux modèles murins du DT1 présentent une 

dysfonction endothéliale par rapport à leurs contrôles respectifs. Ces résultats confortent les 

résultats préliminaires obtenus notamment chez l’Homme mais nécessitent cependant d’être 

confirmés par un nombre d’expériences plus important.  

L’avancée majeure de ces travaux provient des résultats chez les souris PTP1B ECKO 

traitées avec STZ. En effet, la délétion endothéliale de PTP1B, à elle seule, préviendrait la 

dysfonction endothéliale induite par le traitement STZ. La délétion totale de PTP1B chez la 

souris avait déjà été identifiée comme prévenant la dysfonction endothéliale induite par STZ176. 

Ces travaux non seulement vont dans le même sens mais semblent également préciser que 

PTP1B seulement dans les cellules endothéliales suffirait pour réguler cette dysfonction 

endothéliale. Ces observations permettent de confirmer PTP1B comme cible potentielle pour 

la prévention voire le traitement de la dysfonction endothéliale induite par le DT1. En ce sens, 

il serait intéressant de voir l’effet d’un inhibiteur de PTP1B sur la fonction endothéliale avec 

un modèle de DT1 tel que des souris traitées avec de la STZ par exemple. De plus, l’inhibition 

de la eNOS seule mais pas des COXs seuls semble abolir cet effet. En revanche, l’inhibition à 

la fois de la eNOS et des COXs suggèreraient l’implication d’un autre facteur vasodilatateur 

dérivé de l’endothélium tel que l’EDHF. Le NO ainsi que l’EDHF semblent donc être les 

médiateurs impliqués dans la prévention de la dysfonction endothéliale induite par le traitement 

au STZ chez les souris PTP1B ECKO. L’ensemble de ces résultats doit cependant être confirmé 

par des études supplémentaires. 
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Si le traitement pendant 4 h par la tunicamycine ne semble pas induire de changement 

dans la relaxation à l’Ach chez les aortes de souris WT et PTP1B ECKO, les courbes de 

relaxation au SNP semblent quant à elles révéler une plus grande sensibilité des aortes de souris 

PTP1B ECKO par rapport aux aortes de souris WT. Ainsi, la délétion de PTP1B spécifiquement 

dans les cellules endothéliales augmenterait la sensibilité des cellules musculaires lisses au NO. 

Il avait déjà été montré que la délétion de PTP1B augmentait l’expression endothéliale de COX-

2 et impliquait préférentiellement la voie de PGI2 dans la relaxation induite par l’Ach. Dans ce 

contexte, PGI2 prendrait donc une place prépondérante par rapport au NO pour la relaxation 

induite par l’Ach. Il est alors possible d’émettre l’hypothèse selon laquelle les cellules 

musculaires lisses, suite à la délétion de PTP1B au niveau endothélial, seraient moins en contact 

avec le NO et pourraient ainsi accroître leur sensibilité à celui-ci. Cette hypothèse pourrait 

apporter une explication quant à la diminution de l’EC50 du SNP pour les aortes des souris 

PTP1B ECKO par rapport aux souris WT. Cela corrèlerait également avec les résultats de 

relaxation à l’Ach des aortes obtenus en présence de L-NAME chez les souris WT et PTP1B 

ECKO. 

En revanche, il avait déjà été montré que des souris traitées par voie intra-péritonéale 

deux fois par semaine pendant deux semaines avec de la tunicamycine présentaient une 

dysfonction endothéliale185. Le fait de ne pas retrouver cette dysfonction endothéliale après un 

traitement des aortes de souris pendant 4h amène à penser qu’un traitement in vivo par la 

tunicamycine semble préférable à un traitement ex vivo pour induire une dysfonction 

endothéliale. Une autre hypothèse serait que le temps de traitement ne serait pas suffisant. En 

effet, dans cette dernière étude, après une cinétique de traitement, les auteurs ont conclu que 6h 

de traitement par la tunicamycine étaient suffisants mais nécessaires pour induire une 

augmentation de l’expression de marqueurs du stress du RE dans des cellules endothéliales de 

coronaires de souris185. 

Chez la souris mais également chez l’Homme, la dysfonction endothéliale induite par le 

DT1 est associée à une augmentation des marqueurs endothéliaux du stress du RE. Afin 

d’évaluer si PTP1B pouvait réguler le stress du RE, l’expression de GRP78, un marqueur du 

stress du RE, a été évaluée dans des cellules endothéliales provenant de souris PTP1B KO et 

sur HUVECs préalablement traitées avec siRNA PTP1B. La délétion ou la diminution de 

l’expression de PTP1B ne permettrait pas de prévenir l’augmentation de l’expression de GRP78 

induite par la tunicamycine. En revanche, elle permettrait de diminuer le niveau basal 

d’expression de ce marqueur. Ces résultats confirmeraient alors le lien existant entre PTP1B et 
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le stress du RE au niveau endothélial et apporteraient une fois de plus la preuve que PTP1B est 

une cible majeure pour la prévention de la dysfonction endothéliale dans le cadre du DT1. 

De nombreux travaux ont identifié AMPK, un régulateur clé de l’homéostasie du 

métabolisme énergétique des cellules, comme présentant des effets vasculoprotecteurs217,218. La 

délétion de PTP1B chez la souris avait déjà été identifiée comme ayant un effet cardioprotecteur 

du régime riche en graisse par activation de l’AMPK219. De plus, l’activation d’AMPK est 

associée à une augmentation de la production du NO par les cellules endothéliales220. 

Néanmoins, aucune étude jusqu’à présent ne s’était intéressée à évaluer le lien entre PTP1B et 

AMPK au niveau endothélial. Les résultats de cette étude montrent dans deux modèles 

différents de cellule endothéliale que la diminution de l’expression ou la délétion de PTP1B 

entrainerait systématiquement une augmentation de l’expression d’AMPK. Comme le rapport 

pAMPK/AMPK ne semble pas différent et qu’il est associé à une augmentation de la protéine 

totale, il est possible d’en déduire également dans ces conditions une augmentation de la 

protéine activée sous forme phosphorylée. De plus, la tunicamycine semble diminuer 

l’expression d’AMPK dans les cellules endothéliales même en absence de PTP1B. La délétion 

de PTP1B permettrait donc à la fois de diminuer le niveau basal de stress du RE et d’augmenter 

l’expression d’AMPK. Cette délétion ne semble cependant pas suffisante pour prévenir la 

diminution de l’expression d’AMPK induite par activation chimique du stress du RE. Le rôle 

d’AMPK dans la prévention de la dysfonction endothéliale due à la délétion de PTP1B en 

conditions diabétiques doit désormais faire l’objet d’études supplémentaires afin de déterminer 

les liens existant entre PTP1B, le stress du RE et AMPK. 

Une autre partie de ce travail consistait à vérifier si l’hyperglycémie était responsable 

de l’augmentation de l’expression de PTP1B et/ou du stress du RE. Une exposition des HAECs 

à une forte concentration de glucose pendant 5 jours est responsable d’une augmentation de 

l’expression de PTP1B176. Des HUVECs transfectées ou non avec un siRNA PTP1B ont alors 

été traitées dans les mêmes conditions expérimentales avec une forte concentration de glucose 

ou de mannitol, ce dernier afin d’évaluer l’effet de l’augmentation de la concentration 

osmotique. Etonnamment, aucune augmentation de l’expression de PTP1B ni de GRP78 ne 

semble apparaître dans ces conditions. Les HUVECs semblent donc se comporter différemment 

par rapport aux HAECs sous une forte concentration de glucose. Cette disparité pourrait venir 

du changement rapide de phénotype de ces cellules primaires en culture. De plus, les HAECs 

proviennent de patients particuliers dont les antécédents sont ignorés et pourraient influencer la 

réactivité métabolique dans des conditions de forte concentration en glucose. 
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En conclusion, ces travaux permettent de mettre en lumière l’intérêt de la délétion ou de 

la diminution de l’expression de PTP1B dans la prévention de la dysfonction endothéliale 

induite par le DT1. Cet intérêt a également été montré récemment par différentes études mettant 

en évidence que la délétion spécifiquement endothéliale de PTP1B permettait de restaurer la 

dysfonction endothéliale induite par l’insuffisance cardiaque chronique ou qu’elle permettait 

d’augmenter les processus angiogéniques en régulant notamment la voie du VEGFR254,79,182. 

Cependant, si l’association entre la dysfonction endothéliale induite par le DT1 et 

l’augmentation de PTP1B et des marqueurs du stress du RE semble désormais admise chez 

l’animal comme chez l’Homme, leur étiologie demeure encore aujourd’hui imprécise. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

L’ensemble de ces travaux de thèse a permis d’étudier la physiopathologie de 

l’endothélium à travers deux aspects pouvant mener à des processus pathologiques : 

l’angiogenèse et la dysfonction endothéliale.  

Dans la première partie, l’information importante, au-delà de la mise en évidence de 

l’effet pro-angiogénique du DEET, est que la présence simultanée d’un inhibiteur de l’AchE et 

d’un modulateur allostérique du récepteur M3 suffit à activer les mécanismes d’angiogenèse 

dans la cellule endothéliale. Si ces résultats méritent d’être retrouvés à nouveau avec d’autres 

molécules, ils confirment tout de même non seulement la présence mais également l’importance 

du rôle du SCNN dans les processus physiologiques et physiopathologiques. Ce SCNN pourrait 

alors constituer une cible innovante pour l’identification de nouveaux traitements anti-

angiogéniques et ainsi augmenter le panel de thérapies anti-cancéreuses disponibles pour le 

traitement des tumeurs solides. 

De plus, ces travaux montrent clairement un effet pro-angiogénique et une augmentation 

de la croissance tumorale suite à un traitement par le DEET in vivo, dans un organisme dont 

des cellules tumorales ont été injectées au préalable. Cependant, il n’existe aucune étude dans 

la littérature ayant évalué l’effet du DEET sur la fonction vasculaire et plus particulièrement 

sur l’endothélium d’un sujet sain ou atteint de pathologies cardiovasculaires. En effet, en accord 

avec les résultats de cette étude, l’augmentation de la production du NO suite à une stimulation 

de l’endothélium par le DEET pourrait avoir des effets bénéfiques sur la fonction endothéliale 

et par conséquent sur la fonction vasculaire. De même, l’effet pro-angiogénique du DEET 

pourrait être exploité dans les pathologies ischémiques, qu’elles soient cardiaques comme 

l’infarctus ou la coronaropathie ou au niveau des membres inférieurs dans le cas du diabète par 

exemple. Ces travaux ouvrent donc des perspectives non négligeables quant à l’utilisation dans 

le domaine cardiovasculaire de modulateurs allostériques de M3 et/ou d’inhibiteurs de l’AchE 

voire même du DEET lui-même. 

Dans la deuxième étude, l’avancée majeure est que la délétion spécifiquement 

endothéliale de PTP1B permet de prévenir la dysfonction endothéliale induite par le DT1 et de 

réduire le niveau basal du stress du RE. Néanmoins, il demeure encore difficile de conclure 

quant à la responsabilité de l’hyperglycémie dans l’augmentation vasculaire de PTP1B et 

l’induction du stress du RE. En effet, la taille des échantillons doit être augmentée afin de 
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confirmer ces premiers résultats. De plus, une nouvelle méthode in vitro permettant d’évaluer 

l’effet d’une forte concentration du glucose sur les cellules endothéliales devra être mise au 

point. Les cellules endothéliale de type EaHy pourront par exemple être utilisées afin de 

s’affranchir des modifications de phénotype retrouvées avec les cellules primaires. Cette 

méthode permettra alors d’étudier précisément l’expression de PTP1B et des marqueurs du 

stress du RE ainsi que la phosphorylation de la eNOS et la production du NO dans des cellules 

endothéliales traitées avec une forte concentration de glucose et préalablement traitées ou non 

avec un siRNA PTP1B. Dans le même ordre d’idée, l’isolation des cellules endothéliales à 

partir de souris PTP1B ECKO et WT préalablement traitées ou non avec STZ permettrait 

également d’évaluer les expressions des différents marqueurs du stress du RE.  

Ainsi, les rôles et les implications de PTP1B et du stress du RE dans les régulations de 

la fonction endothéliale dans le cadre du DT1 pourraient être définis plus précisément. Ceci 

permettrait de confirmer l’importance de l’utilisation et du développement d’inhibiteurs de 

PTP1B et du stress du RE en préclinique. En effet, des molécules comme MSI-1436 

(trodusquemine) ou l’oligonucléotide anti sens ISIS-113,715 ont été identifiés respectivement 

comme un inhibiteur ou un réducteur de l’expression de PTP1B et ont montré un intérêt dans 

le traitement et/ou la prévention de pathologies métaboliques et cardiovasculaires221. 

Cependant, malgré un effet indéniable sur les pathologies métaboliques, certains effets 

secondaires peuvent apparaître avec ces traitements, du fait notamment de l’expression 

ubiquitaire de PTP1B. L’inhibition ou la délétion de PTP1B a d’ailleurs été récemment 

identifiée comme pouvant exacerber la pancréatite induite chez la souris222. Un problème 

subsiste donc dans le ciblage de PTP1B de façon tissu-spécifique. L’utilisation de 

nanoparticules permettant de cibler la délivrance d’un principe actif uniquement au niveau de 

l’endothélium a déjà été mise au point, démontrant ainsi la faisabilité de la vectorisation pour 

l’endothélium223. La mise au point de vecteurs permettant de cibler spécifiquement 

l’endothélium et par conséquent de délivrer un principe actif à cet organe plutôt qu’aux autres 

constitue donc un nouveau challenge pour le traitement des pathologies de l’endothélium et 

plus largement des pathologies cardiovasculaires224.  

Enfin, de manière générale, ces travaux mettent en évidence l’importance de la plasticité 

des cellules endothéliales ainsi que leurs rôles dans divers mécanismes physiopathologiques de 

maladies cardiovasculaires comme tumorales. L’endothélium, bien qu’il soit l’objet de 

nombreuses études depuis plusieurs décennies, reste un organe clé pour l’identification de 
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marqueurs précoces ainsi que pour l’étude de la physiologie et de la physiopathologie de 

nombreuses maladies. 
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Résumé 
 

L’endothélium est impliqué dans de nombreux processus 

physiologiques et physiopathologiques tels que les 

phénomènes d’inflammation, d’angiogenèse, de prolifération 

de cellules musculaires lisses et du métabolisme de nombreux 

médiateurs notamment hormonaux. Ces travaux de thèse 

avaient pour objectif d’étudier l’endothélium sous deux aspects 

pouvant conduire à des pathologies : l’angiogenèse et la 

dysfonction endothéliale. La première étude a permis de 

mettre en évidence un effet pro-angiogénique in vitro et in vivo 

du DEET, un répulsif anti-moustiques. Cet effet était associé à 

une augmentation de la production du monoxyde d’azote (NO), 

de la phosphorylation de la focal adhesion kinase (FAK) et de 

l’expression du vascular endothelium growth factor (VEGF) et 

conduit, in fine, à une augmentation de la croissance tumorale 

sur un modèle de xénogreffe de tumeur chez la souris. De 

plus, ces travaux ont montré que l’effet du DEET était 

engendré au niveau endothélial par une activité inhibitrice sur 

l’acétylcholinestérase ainsi que par une modulation 

allostérique du récepteur muscarinique M3. La deuxième partie 

consistait à étudier le rôle du stress du réticulum 

endoplasmique et de la protein-tyrosine phosphatase 1B 

(PTP1B), une enzyme régulant négativement la voie de 

l’insuline, dans la dysfonction endothéliale induite par le 

diabète de type 1 (DT1). Les résultats ont permis d’identifier 

PTP1B comme une cible potentielle pour le traitement de la 

dysfonction endothéliale dans le cadre du DT1. L’ensemble de 

ces travaux de thèse permet une meilleure compréhension de 

la physiopathologie de l’endothélium et par conséquent fournit 

des connaissances supplémentaires pour la prise en charge 

de pathologies impliquant l’endothélium. 

Mots clés 

Angiogenèse, DEET, dysfonction endothéliale, diabète de 
type 1, PTP1B, stress du réticulum  

 

Abstract 
 

The endothelium is involved in plenty physiological and 

pathophysiological process as inflammation, 

angiogenesis, smooth muscle cell proliferation and 

metabolism and catabolism of mediators like hormones. 

The aim of this work was to study the endothelium from 

two ways: angiogenesis and endothelial dysfunction. 

Firstly, we evidenced a pro-angiogenic effect in vitro and 

in vivo of DEET, a mosquito repellent. This effect was 

associated with an increase of NO production, focal 

adhesion kinase (FAK) phosphorylation and vascular 

endothelial growth factor (VEGF) expression leading to an 

increase of tumor growth in a mouse-xenograft model. In 

addition, we showed that the effect of DEET was due to 

both inhibition of the endothelial acetylcholinesterase and 

allosteric modulation of the muscarinic type 3 receptor 

(M3). Secondly, we studied the role of the endoplasmic 

reticulum stress and the protein-tyrosine phosphatase 1B 

(PTP1B) in the type 1 diabetes (T1D)-induced endothelial 

dysfunction. Results allowed us to identify PTP1B as a 

potential target for the treatment of the endothelial 

dysfunction in the context of T1D. All these data supply a 

better understanding of the pathophysiology of the 

endothelium and consequently provide additional 

information for the management of pathologies involving 

endothelium. 
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diabetes, PTP1B, endoplasmic reticulum stress 
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