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http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=ERK+kinase&source=web&cd=6&ved=0CHUQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.jneurosci.org%2Fcontent%2F15%2F2%2F1285.abstract&ei=e7MVULfgL-ec0AWhtYHgDg&usg=AFQjCNHfeJghwjsNSvVuVJXhzVxQQtV3lw&cad=rja
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=FACS+cells&source=web&cd=4&ved=0CGwQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.burkert.fr%2FFRA%2F338.html&ei=dmEWUOOpHOLX0QWQqIDIDw&usg=AFQjCNHqO5JS-MHv2zV7kNLIQgCvu0_8cw&cad=rja
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NBC : Co-transporteur sodium/hydrogène 

NCC: Co-transporteur sodium/chlorure 

NCX: Co-transporteur sodium/calcium 

NHE: Echangeur sodium/hydrogène 

NF1: NeuroFibromine-1 

NFAT: Nuclear Factor Activated T Cells 

NFATC1:  Nuclear Factor of Activated T-

cells, Cytoplasmic 1 

NFκB: Nuclear Factor-κ B 

NKX2.5: NK-2 Protein 5 

PBS: Phosphate Buffered-Saline 

PBS-T: PBS-tween 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PCRq: PCR quantitative 

PDGF: Platelet Derived Growth Factor 

PDFGRα: Récepteur α du PDGF 

PDFGRβ: Récepteur β du PDGF 

PECAM-1: Platelet Endothelial Cell Adhesion 

Molecule-1 

PIP2: Phosphoinositol 4,5bis Phosphate 

PIPES: Acide pipérazine-N,N bis (2-éthane-

sulfonique)  

PKA: Protéine Kinase A 

PKC: Protéine Kinase C 

PKD1: Protéine Kinase D1 

PKR1: Récepteur 1 des Prokinéticines 

PKR2: Récepteur 2 des Prokinéticines 

PLB: PhosphoLamBane 

PLC: PhosphoLipase C  

PPAR-α: Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor-α 

PPAR-γ: Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor-γ 

PPVG : Paroi Postérieur du Ventricule 

Gauche   

PTH: Hormone ParaThyroïdienne 

PVDF: Polyvinylidéne fluoride  

RALDH2: RétinALdéhyde DeHydrogenase-2  

RCPG: Récepteur Couplé aux Protéines G 

Rho Gef: Rho guanine-nucleotide exchange 

factors  

RPM: Rotation Par Minute 

RT: Reverse Transcriptase 

RXRα: Retinoid X Receptor-α 

RyR: Récepteur Ryanodine 

S1P: Sphingosine-1-Phosphate 

SCX : SCleraXis 

SDS : Sodium Dodécyle Sulfate  

SEMA3D: SEMAphorine 3D  

SERCA: Sarco/Endoplasmic Reticulum 

Calcium ATPases 

SDH: Succinate DesHydrogénase 

SFD-1: Stromal Derived Factor-1 

SIV: Septum Inter-Ventriculaire  

SMAD: Mothers Against Decapentalgic 

Homologue 1 

STAT3: Signal Transducer and Activator of 

Transcription 3  

TAE: Tris Acétate EDTA 

TBX5: T-BoX 5 

Tbx-18 : T-BoX 18 

TGFβ: Transforming Growth Factorβ 

TGFβR: Récepteur du TGFβ 

THX: Récepteur du THromboXane 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

TRCV: Temps de Contraction iso-

Volumétrique. 
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TRIV : Temps de Relaxation Iso-Volumétrique 

TUNNEL: Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase-Mediated In Situ End Labeling 

V1 et V2 :   Récepteur 1 et 2 de l’Argenine-

Vasopressine 

VCAM-1: Vascular Cells Adhesion Molecule-

1 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VR : Récepteur de l’Argenine-Vasopressine 

WT1: Wilm’s Tumor-1 

ZMR: Zone Migratoire Rostrale 

ZO-1: Zona Occludens-1 
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I. Maladies cardiovasculaires et rénales 

A. Les maladies cardiovasculaires  

1. Epidémiologie  

 

Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde. Ainsi en 

2008, l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a estimé que 7.3 millions de décès étaient 

dus à une pathologie cardiovasculaire ischémique, soit 12.8 % de la mortalité mondiale totale 

(Cf. figure 1).D’ici 2030, l’OMS évalue à 23.6 millions le nombre de décès imputable à une 

atteinte cardiovasculaire ischémique. 

En France, le CépiDC (Centre d’épidémiologie des causes médicales de décès), via son 

interrogation relative aux causes de décès survenus entre 1979 et 2009, a déclaré que les 

affections cardiovasculaires représentaient l’une des principales causes de mortalité. Le taux 

de mortalité des cardiopathies  ischémiques s’élève respectivement  à 7.9% et à 6.3% chez les 

hommes et chez les femmes. Malgré leur constante réduction depuis une trentaine d’année, 

elles restent encore un facteur important entrainant irrémédiablement des décès. 

  

Figure 1. Principales causes de mortalité en 2008 dans le monde (%). Source : OMS 
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2. Mécanismes physiopathologiques  

 

Les principaux facteurs de risque de maladies cardiovasculaires regroupent l’hypertension 

artérielle, les dyslipidémies, le diabète, le tabagisme et l’âge. Ils favorisent, le plus 

généralement,  la formation d’une plaque d’athérosclérose qui provoque une réduction du flux 

sanguin coronarien. La rupture de la plaque induit la mise en contact du noyau lipidique avec 

le sang et la formation d’un thrombus par coagulation sanguine. Ce thrombus évolue vers une 

occlusion d’abord partielle puis totale de l’artère coronaire et entraine le développement d’une 

cardiopathie ischémique. Après occlusion prolongée, les cardiomyocytes subissent une mort 

cellulaire qui engendre une altération de la fonction systolique, traduite par l’apparition de 

trouble de la contraction, et/ou une altération de la fonction diastolique qui provoque des 

anomalies du remplissage du ventricule. Par ailleurs, une nécrose du myocarde qui atteint  

20% du tissu cardiaque peut être à l’origine des signes cliniques d’insuffisance ventriculaire 

gauche. A partir de 45% de myocarde nécrosé apparaît un état de choc cardiogénique en 

général fatal. 

Pour pallier à cette défaillance cardiaque et pour maintenir un débit sanguin adéquat, le cœur 

développe des mécanismes compensatoires. Ils correspondent à ce que nous appelons plus 

communément le remodelage cardiaque. Ce dernier se définit par une association 

simultanée d’hypertrophie pathologique, d’apoptose des cardiomyocytes, de prolifération des 

myofibroblastes et de la fibrose interstitielle. Ce processus entraine par conséquent un 

changement architectural du ventricule (Eaton et al., 1979; Erlebacher et al., 1982; McKay et 

al., 1986). Il se manifeste par une hypertrophie symétrique de type concentrique de la zone 

non infarcie accompagnée du développement d’une fibrose interstitielle. La zone dite infarcie, 

quant à elle, est amincit et forme une cicatrice fibreuse (Cf. figure 2) (Cohn, Ferrari, and 

Sharpe, 2000; Rumberger et al., 1993) 
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Figure 2. Représentation schématique du phénomène de remodelage cardiaque post-

infarctus. (Konstam et al., 2011) 

 

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans le remodelage cardiaque et conduisent au 

développement de cardiomyopathie (Cf. figure 3) : 

 La mort cellulaire des myocytes cardiaques : Une occlusion de l’artère coronaire peut 

engendrer une mort cellulaire soit par apoptose (Gottlieb et al., 1994; Kajstura et al., 

1996b), soit par nécrose (Baines and Molkentin, 2005; Jennings et al., 1960; Kajstura et 

al., 1996b), en association avec l’autophagie (Hamacher-Brady, Brady, and Gottlieb, 

2006; Matsui et al., 2007; Takagi, Matsui, and Sadoshima, 2007). Lors d’une occlusion 

coronarienne, les phénomènes d’apoptose atteignent leur maximum au bout de 6 heures 

alors que les phénomènes de nécrose atteignent leur pic dans les 24 heures suivant 

l’occlusion (Kajstura et al., 1996a). Par ailleurs, les zones en bordure de l’aire atteinte 

d’ischémie ont également tendance à devenir apoptotiques (Saraste et al., 1997). 

 

 L’activation des facteurs de transcription : Tels que MEF-2 (Myocyte-specific Enhancer 

Factor-2), NFκB (Nuclear Factor-κ B), GATA4 (Globin Transcription Factor-4) et 

NKX2.5 (NK2 protein 5). Ils sont impliqués dans l’hypertrophie cardiaque chez l’adulte 

via l’activation des gènes fœtaux (Azakie, Fineman, and He, 2006).  
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 L’activation des gènes fœtaux dont : 

- Les peptides natriurétiques, puissants inhibiteurs de l’hypertrophie, dont le peptide 

natriurétique auriculaire (ANP ou Atrial Natriuretic Peptide) et le peptide natriurétique 

de type B (BNP ou Brain Natriuretic Peptide), sont respectivement retrouvés au niveau 

de l’atrium et du ventricule. Leur expression est élevée durant l’embryogenèse et les 

premiers mois de la vie mais physiologiquement inexistante à l’âge adulte (Chien et 

al., 1993). 

- La chaîne lourde de la β-myosine  (β-MHC ou β-Myosin Heavy Chain) et la chaîne 

lourde de l’α-myosine  (α-MHC ou l’α-Myosin Heavy Chain) dont les niveaux 

d’expression sont inversés lors de pathologies cardiaques. Chez les rongeurs, lors de 

l’infarctus du myocarde, une augmentation de la β-MHC au détriment de l’α-MHC, à 

plus forte activité ATPasique, est observée (Izumo et al., 1987). Chez l’homme, dans 

un état physiologique, la β-MHC est prédominante par rapport à l’α-MHC (Everett, 

1986; Kurabayashi et al., 1988). Dans les cœurs défaillants, l’expression de l’α-MHC  

est réduite (Reiser et al., 2001) tandis que chez les patients atteints de 

cardiomyopathies, l’expression de la β-MHC est augmentée (Nakao et al., 1997). 

Enfin, il est à préciser que la réduction de l’α-MHC dans les cœurs défaillants est à 

l’origine d’une réduction de la contractilité du muscle cardiaque (Lowes et al., 1997). 

 

 La libération des cytokines inflammatoires : Telles que le facteur de nécrose tumorale 

(TNF ou Tumor Necrosis factor) qui à court terme, est protecteur pour le myocarde mais 

devient rapidement néfaste et est à l’origine d’hypertrophie et de dysfonctionnement 

cardiaque, après une exposition prolongée (Deswal et al., 2001). La sécrétion des 

cytokines permet la migration des monocytes circulants dans la zone infarcie et leur 

différenciation en macrophages. L’infiltration de macrophages dans le ventricule gauche 

favorise la phagocytose, l’élimination des débris cellulaires, l’activation des fibroblastes et 

l’angiogenèse qui jouent un rôle important dans les phénomènes de réparation (Ren, 

Dewald, and Frangogiannis, 2003). Les macrophages sont impliqués dans l’élimination 

des myocytes cardiaques nécrotiques, des neutrophiles apoptotiques, dans la sécrétion de 

cytokines et de facteurs de croissance, et dans la régulation de la réponse angiogénique 

(van Amerongen et al., 2007). 

 

 La fibrose : Lorsqu’elle se situe au niveau de la zone infarcie, est dite de réparation et se 

développe via la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) durant les premiers jours 
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qui suivent la nécrose du myocarde. Elle est activée via la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires qui favorisent le recrutement des fibroblastes et leur différenciation en 

myofibroblastes (Narine et al., 2006; Petrov et al., 2008). Ces derniers envahissent la 

région infarcie et participent à la production et à la sécrétion des protéines de la MEC dont 

le collagène et la fibronectine formant la cicatrice. Cette fibrose de réparation permet la 

destruction et la cicatrisation du tissu nécrotique via l’infiltration de cellules 

inflammatoires et de macrophages (Heymans S, 1999; Ren, Dewald, and Frangogiannis, 

2003; van Amerongen et al., 2007).  

Dans la région non infarcie, on parle de fibrose réactionnelle, qui produit un dépôt de 

protéines de la MEC empêchant la contraction des cardiomyocytes fonctionnels et 

provoquant à long terme une insuffisance cardiaque (Cleutjens and Creemers, 2002; 

Swynghedauw, 1999). 

 

 L’altération des voies de signalisation : Deux grandes voies de signalisation sont activées 

par l’étirement des cardiomyocytes : la voie des protéines kinases activées par des 

mitogènes (MAPK ou Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie de la calcineurine. Les 

MAPK sont activées par la stimulation des récepteurs à sept domaines transmembranaires 

couplés aux protéines G dont les protéines Gαs et Gαq/11. Ils correspondent par exemple aux 

récepteurs de la noradrénaline, de l’angiotensine II et de l’endothéline (Sugden, 2003a; 

Sugden, 2003b). La voie de la calcineurine est activée par l’augmentation de la 

concentration intracellulaire de calcium dans les cardiomyocytes (Wilkins and Molkentin, 

2002). 

La modification de ces deux voies aboutit à l’activation de facteurs de transcription qui 

déclenchent le processus hypertrophique et la réexpression du programme fœtal. 

 

 La dysfonction mitochondriale et la lipotoxicité : Le métabolisme cardiaque à l’âge adulte 

dépend principalement de l’utilisation des acides gras donnant lieu à la génération 

d’Adénosine Triphosphate (ATP) et à la production d’énergie alors que durant la vie 

embryonnaire, le glucose est le principal substrat utilisé pour la génération d’énergie. 

Ainsi, lors de la naissance, la reprogrammation des gènes cardiaques conduit à 

l’augmentation de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme des acides gras  

(Bartelds et al., 1998; Fisher, Heymann, and Rudolph, 1980; Rajabi et al., 2007). Lors 

d’une hypertrophie ou d’une défaillance cardiaque, le programme génétique est à nouveau 

modifié pour induire une surexpression des gènes ayant un rôle dans le métabolisme 
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glucidique. Ce phénomène provoque une inutilisation des lipides et donc leur 

accumulation dans le tissu cardiaque (Rajabi et al., 2007). Il est donc suggéré que 

l’augmentation des lipides intra-myocardiques contribue au développement des 

dysfonctions cardiaques par l’apparition d’effets lipotoxiques. Cela a été démontré, chez 

la souris, par la surexpression du gène Pparγ (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor-γ) spécifiquement dans le myocarde. Cette surexpression engendre une 

augmentation de l’expression des gènes spécifiques au métabolisme des acides gras et une 

forte capture des triglycérides. Ces souris transgéniques développent une cardiomyopathie 

dilatée associée à une augmentation des dépôts lipidiques et glucidiques et à des 

anomalies structurales des mitochondries (Son et al., 2007). Chez l’homme, 

l’augmentation des dépôts de lipides dans le myocarde est également associée à 

l’hypertrophie ventriculaire gauche et à la surexpression du gène Pparγ (Marfella et al., 

2009).  

La progression de l’ischémie ou encore les phénomènes de remodelage cardiaque, sont à la 

base des traitements utilisés en thérapeutique. Nous décrirons donc par la suite les traitements 

actuellement employés pour pallier aux développements des dysfonctionnements cardiaques.  

 

Figure 3. Remodelage cardiaque : niveau cellulaire, tissulaire et signes cliniques associés.  

 

3. Les thérapies des maladies cardiovasculaires  

 

Le traitement d’une pathologie cardiaque ischémique a pour but principal d’améliorer la 

fonction cardiaque et de réduire la progression de l’ischémie. Il permet, en outre, de limiter la 
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mortalité et d’améliorer les conditions de vie du patient. Les deux principaux traitements 

regroupent : 

 Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine  augmentent le flux sanguin 

et la fraction d’éjection et limitent le remodelage cardiaque (Garg and Yusuf, 1995; Jong 

et al., 2002); 

 Les β-bloquants  augmentent le volume d’éjection systolique, la fraction d’éjection et 

diminuent les troubles du rythme ventriculaire (Bouzamondo et al., 2003). 

Malgré les avancées actuelles en thérapeutique pour le traitement des maladies 

cardiovasculaires, le pronostique des patients insuffisants cardiaques reste pauvre. Le 

développement de thérapeutiques alternatives est donc un enjeu majeur de santé publique. 

 

B. Insuffisance rénale néonatale 

 

L’insuffisance rénale peut se développer dès la naissance indépendamment d’une atteinte 

cardiaque, on parle alors d’insuffisance rénale néonatale. Elle peut représenter une atteinte 

aigue et concerne 3 à 8% des nouveau-nés (Hui Stickle S., 2005  ). Il s’agit dans ce cas d'une 

insuffisance rénale fonctionnelle par hypo perfusion pouvant être compliquée de lésions 

tubulo-interstitielles (Agras et al., 2004; Andreoli, 2004; Cataldi et al., 2005). L’insuffisance 

rénale chronique néonatale est, quant à elle, beaucoup plus rare et est le plus souvent associée 

à des malformations congénitales.  

La classification des néphropathies est anatomo-clinique. La lésion initiale de l’un des 

composants du parenchyme rénal qui regroupent les glomérules, les tubules, le tissu 

interstitiel, les vaisseaux, est au centre de cette classification. En outre, on distingue quatre 

grands types de lésions pouvant se développer lors de néphropathies (Cf. figure 4) :  

 Les lésions glomérulaires : Elles se caractérisent entre autres, par des cellules 

endothéliales glomérulaires qui présentent une hyperplasie et des podocytes qui 

fusionnent et subissent un étalement de leurs pédicelles. Ces anomalies sont 

généralement accompagnées de protéinurie et de micro thrombose. La membrane 

basale est épaissie par l’accumulation de métabolites due à une dysfonction des 

podocytes, des cellules mésangliales et des cellules endothéliales glomérulaires.  
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 Les lésions vasculaires : Se caractérisent par la raréfaction du réseau vasculaire 

interstitielle, processus important dans la pathogenèse de l’insuffisance rénale (Basile, 

2007; Rabelink, de Boer, and van Zonneveld, 2010). Ces phénomènes impliquent en 

outre, la baisse de l’expression des facteurs de croissance tels que celui de 

l’endothélium vasculaire (VEGF ou Vascular Endothelium Growth Factor) et la 

surexpression des inhibiteurs de l’angiogenèse (Kang et al., 2001a; Kang et al., 2001b; 

Norman and Fine, 2006).  La réduction du nombre de capillaires sanguins est associée 

à l’apparition d’hypoxie qui mène à l’augmentation des lésions tubulaires et à la 

fibrose interstitielle. 

 

 Les lésions tubulaires : L’ischémie induite par la baisse du réseau vasculaire cause une 

lésion de l’épithélium rénal via une perte de l’intégrité du cytosquelette et de la perte 

de la polarité cellulaire (Sutton and Molitoris, 1998). Cette dernière conduit à la 

mauvaise localisation des protéines membranaires telles que les co-transporteurs 

sodium/potassium et à la désorganisation de l’interaction cellulaire (Zuk et al., 1998). 

Ces lésions sont responsables de la mort cellulaire des tubules rénaux par nécrose ou 

apoptose. 

 

 La fibrose rénale : Se développe lorsque les phénomènes de réparation tissulaire sont 

défaillants. Elle caractérise le plus généralement les néphropathies chroniques. Les 

évènements cellulaires conduisant à la fibrose interstitielle regroupent : l’infiltration 

de cellules inflammatoires, l’activation et l’expansion des fibroblastes, la production et 

la déposition de MEC. De plus, elle se décrit par l’atrophie des tubules et la raréfaction 

du réseau microvasculaire existant (Eddy, 2000; Liu, 2006; Wynn, 2008).  

Le système cardiovasculaire comme le système rénal sont régis par l’action de diverses 

hormones et médiateurs qui agissent pour permettre la transduction de signaux cellulaires par 

le biais de récepteurs cellulaires. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), forment la 

plus grande famille de protéines impliquées dans la signalisation cellulaire. A l’heure actuelle, 

ils sont la principale cible des thérapeutiques, néanmoins leur potentiel n’est que peu exploité. 

Il est donc important de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de l’activation de ces 

récepteurs et de mettre en évidence le rôle des RCPG dans la physiopathologie des maladies 

cardiovasculaires et rénales. 
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Figure 4. Insuffisance rénale, lésions glomérulaires et tubulaires.  

CM : Cellules Mésangliales ; GBM : Membrane Basale Glomérulaire ; EF : Endothélium 

Fenestré, Pdc : Podocytes ; CT : Cellules Tubulaires ; FB : Fibroblastes 

II. Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG) 
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A. Structure et activation des voies de signalisation des RCPG 

 

Les RCPG sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires et constituent une large 

famille de molécules de surface impliquée dans la transduction de divers signaux cellulaires. 

Ainsi, ils peuvent être activés par des stimuli sensoriels (lumière, odorat…) ou encore par des 

stimuli chimiques (catécholamines, acides aminés…). Ils sont classifiés en trois grands 

groupes selon le type d’agoniste qui les active : 

1) Le groupe A (récepteur de type rhodopsine)  forme la plus grande sous-famille de 

RCPG et se caractérise par une séquence conservée d’acides aminés essentiels à leur 

fonction (Baldwin, 1994; Van Rhee AM, 1996; Wess, 1993). Il regroupe le plus 

généralement les récepteurs : des neurotransmetteurs, de la prostaglandine, des 

neuropeptides, des agents olfactifs et gustatifs, des petits ligands tels que le rétinal. 

2) Le groupe B (récepteur sécrétine/glucagon) se caractérise par une séquence de 20 

acides aminés conservée et de 6 résidus cystéines (Laburthe et al., 1996). Il se 

compose des récepteurs pour les hormones protéiniques de masse importante telles 

que le glucagon ou l’hormone parathyroïdienne. 

3) Le groupe C comprend les récepteurs de l’acide γ-aminobutyrique (Kaupmann et al., 

1997), les récepteurs métabotropes du glutamate (Conn and Pin, 1997) et les 

récepteurs extracellulaires du calcium (Brown et al., 1993).  

Les RCPG agissent via un mécanisme moléculaire qui leur est commun. La liaison d’un 

agoniste cause un changement de conformation du récepteur qui mène à l’association du 

récepteur à différentes classes de protéines G trimériques (Bourne, 1997; Conklin and Bourne, 

1993; Dohlman et al., 1991; Neer, 1995; Wess, 1997). Celles-ci sont des trimères qui se 

composent d’une sous-unité α se liant au GDP (guanosine diphosphate) et d’une sous-unité 

βγ. L’interaction du ligand avec le récepteur induit le changement de liaison du GDP par le 

GTP (guanosine triphosphate) sur la sous-unité α. Ceci entraine une séparation des sous-

unités de la protéine G dont l’α-GTP et la βγ, qui interagiront avec différents effecteurs pour 

donner lieu à la réponse physiologique attendue (Clapham and Neer, 1997; Conklin and 

Bourne, 1993).  

Les protéines G trimériques sont classifiées en quatre grands groupes en fonction des 

similitudes en acides aminés de la sous-unité α  (Conklin and Bourne, 1993; Neer, 1995; 

Rens-Domiano and Hamm, 1995) :   
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 La famille Gαs inclut les sous unités αs et αolf, cette dernière étant exprimée dans 

l’épithélium olfactif ; 

  La famille Gαi/o ; 

 La famille Gαq/11 se compose des membres αq, α11, α14, α15 et α16 (ces deux dernières 

correspondant à une version murine et humaine d’un même gène) ; 

  La famille Gα12/13 regroupe deux membres α12 et α13. 

 

Chacune des sous-unités α interagit avec un effecteur cible spécifique (Cf. figure 5).Les sous-

unités αs et αi régulent le niveau intracellulaire d’adénosine 3’,5’ monophosphate cyclique 

(AMPc) en agissant, respectivement, sur  l’activation ou l’inhibition de l’adénylate cyclase 

(AC) qui régule l’activité de la protéine kinase A (PKA).  

La sous-unité αq/11 agit sur la phospholipase C (PLC) qui induit la transformation du 

phosphoinositol-4,5bis-phosphate (PIP2) en inositol-3-phosphate (IP3) et diacyglycerol 

(DAG) (Conklin and Bourne, 1993; Neer, 1995; Rens-Domiano and Hamm, 1995). 

La sous-unité Gα12/13  active la Rho guanine-nucleotide exchange factor (Rho Gef).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Activation des RCPG et voies de signalisation associées  

L’action des ligands sur les RCPG via l’activation des protéines G permet la stimulation de la 

signalisation cellulaire propre aux états physiologique et pathologique du cœur et du rein. 

Nous développerons dans les parties suivantes les voies de signalisation des RCPG 

spécifiques aux systèmes cardiovasculaire et rénal. 
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B. Les RCPG dans le système cardiovasculaire 

 

La voie de signalisation par les RCPG est prédominante dans le cœur, ainsi on estime à 200 le 

nombre de récepteur, cible potentielle pour le traitement des maladies cardiovasculaires. Les 

pathologies cardiaques restant la principale cause de mortalité dans le monde, une meilleure 

compréhension de la voie de signalisation des RCPG dans le cœur sain et défaillant 

permettrait une avancée considérable dans le traitement de ce type de pathologies. Dans cette 

partie, nous nous focaliserons ainsi sur la description de la voie de signalisation des RCPG  

dans le cœur à l’état physiologique et pathologique. 

 

C. Rôle des RCPG dans la contractilité cardiaque  

a. Voies de signalisation associées aux protéines G régulant l’AMPc 

 

 Les récepteurs couplés aux protéines Gαs (Cf. figure 6) 

Les principaux récepteurs cardiaques qui agissent via les protéines Gαs, sont les  récepteurs β-

adrénergiques (βAR) qui sont activés par les catécholamines endogènes. Le récepteur β1AR 

régule les fonctions inotropes (relatives à la force de contraction) et chronotropes (relatives à 

la fréquence cardiaque) du cœur à l’état physiologique. 

Ainsi chez l’homme, le traitement avec des agonistes spécifiques β1AR et β2AR provoque 

l’amplification du flux de calcium via les canaux calciques voltages dépendants de type L 

(LDCC) et conduit à des effets inotropes cardiaques (Christ et al., 2011). 

Dans le même sens, la surexpression du gène β1ar, chez la souris, induit l’augmentation de la 

fonction cardiaque mais également l’apparition d’hypertrophie progressive et de défaillance 

cardiaque (Engelhardt et al., 1999; Tilley and Rockman, 2006). 

L’inactivation du gène β2ar, toujours chez la souris, provoque une perte des effets inotropes 

et chronotropes cardiaques (Chruscinski et al., 1999). Les récepteurs β2AR ont donc les 

mêmes effets positifs sur la fonction cardiaque mais peuvent également être couplés aux 

protéines Gαi (Daaka, Luttrell, and Lefkowitz, 1997). 
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 Les récepteurs couplés aux protéines Gαi (Cf. figure 6) 

Les protéines Gαi s’opposent à la voie de signalisation des protéines Gαs. Ainsi, via 

l’inhibition de l’AC et de la réduction de l’AMPc, ils permettent de bloquer la force de 

contraction des cardiomyocytes en agissant négativement sur les LDCC (Brodde and Michel, 

1999).  

Le récepteur 2 muscarinique (M2), activé par l’acétylcholine, a des effets inotropes négatifs 

via l’activation de la sous-unité αi2 (Boknik et al., 2009; Nagata et al., 2000) et chronotropes 

négatifs via l’activation de la sous-unité βγ de la protéine G (Logothetis et al., 1987)  

Un autre récepteur, celui du lipide Sphingosine-1-phosphate (S1P), joue un rôle dans la 

bradycardie. Les récepteurs S1P sont capables d’inverser la réponse contractile induite par 

une stimulation βAR. Ils agissent via l’activation des protéines Gαi/o et la régulation des  

canaux potassiques (KAch) pour permettre la réduction du flux de calcium dans la cellule et 

ainsi la baisse de la contractilité (Landeen et al., 2008; Means et al., 2008).  

 

 Voies de signalisation dépendantes de la PKA (Cf. figure 6) 

La contractilité des cardiomyocytes est donc induite par le biais de l’activation des protéines 

Gαs qui entrainent la stimulation de la voie de signalisation AC/AMPc/PKA. Cette voie est 

responsable du contrôle de la contractilité cardiaque via la phosphorylation de protéines cibles 

dont : 

 Les canaux LDCC qui appartiennent à la superfamille des canaux ioniques 

membranaires dépendants du potentiel. Ils permettent le contrôle positif des récepteurs 

de la ryanodine (RyR) afin de libérer le calcium présent dans le réticulum 

sarcoplasmique et d’induire la contractilité cardiaque (Cannell, Cheng, and Lederer, 

1995). 

  Le récepteur de la RyR dont l’activité est contrôlée par la PKA et par la protéine 

kinase calcium/Calmoduline dépendante (CaMKII.). La PKA augmente la vitesse 

d’ouverture du canal et active la libération du calcium dans le cytoplasme durant la 

systole (Ai et al., 2005; Curran et al., 2010; Soltis and Saucerman, 2010; Ullrich, 

Valdivia, and Niggli, 2012). 

 Le phospholambane (PLB), à l’état déphosphorylé, est une protéine associée à la 

pompe calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA) et entraine une 

inhibition de l’entrée du calcium dans le réticulum sarcoplasmique. Phosphorylé, il 
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perd son affinité pour SERCA ce qui provoque l’entrée du calcium
 
dans le réticulum et 

la relaxation de la fibre cardiaque (Toyofuku et al., 1993).  

 La troponine cardiaque I (cTnI) qui réduit la sensibilité du myofilament pour le 

calcium accélérant ainsi la relaxation du muscle (Zhang et al., 1995). 

La PKA augmente également la production d’espèces réactives à l’oxygène impliquées dans 

les effets inotropes de la voie de signalisation des protéines Gαs (Andersson et al., 2011; Kubin 

et al., 2011). 

 

 Voies de signalisation dépendantes de l’EPAC ou Exchange Protein Activated by 

AMPc (Cf figure 6) 

La génération d’AMPc provoque également l’activation de l’EPAC, protéine ayant des effets 

contractiles indépendants de ceux de la PKA, vu précédemment. L’EPAC induit également la 

phosphorylation du récepteur RyR, du PLB et de la troponine cardiaque et l’activation de la 

CaMKII (Cazorla et al., 2009; Oestreich et al., 2009; Pereira et al., 2007; Smrcka et al., 2007).  

 

b. Voies de signalisation associées aux protéines Gαq/11  

 

 Les récepteurs couplés aux protéines Gαq/11  (Cf. figure 6) 

Le récepteur α1-Adrénergique (α1AR) active la signalisation cellulaire via les protéines Gαq/11 

et jouent un rôle principal dans la régulation de la pression artérielle et la contractilité (Cavalli 

et al., 1997; O'Connell et al., 2003; O'Connell et al., 2006). La surexpression du gène α1ar, 

chez un modèle de souris insuffisant cardiaque, conduit à l’augmentation de la contractilité 

(Lin et al., 2001) par la translocation du récepteur TRPC6 (Transiant Receptor Potential 

Canonical-6) responsable de l’augmentation du flux calcique (Mohl et al., 2011). 

Les récepteurs de l’endothéline-1 (ET-1), un vasoconstricteur puissant, ont également des 

actions chronotropes et inotropes sur le cœur (Asano et al., 2002). 

 

 Voies de signalisation activées par les protéines Gαq/11 (Cf. figure 6) 

Les voies de signalisation Gαq/11 ont des effets inotropes sur les cardiomyocytes via la PLC, 

l’IP3 et le DAG responsables de la libération du calcium dans le cytoplasme (Fabiato and 
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Fabiato, 1979; Marks, 2001; Marks, 2002; Simpson, 1985; Simpson, McGrath, and Savion, 

1982; Simpson et al., 1991). L’activation de cette voie de signalisation conduit à la 

stimulation de diverses isoformes de la PKC, à l’activation de la protéine kinase D (PKD) et 

de la CaMKII qui sont impliquées dans : 

 La phosphorylation du PLB qui est phosphorylé par la voie de signalisation 

CaMKII/PKCε, (Oestreich et al., 2009). La surexpression de l’isoforme δc du gène de 

la CamkII induit, chez la souris, une altération du transport du calcium alors que son 

inhibition provoque l’effet inverse (Huke et al., 2011). La phosphorylation du PLB 

peut être inhibée par la PKCα via une protéine de déphosphorylation appelée 

phosphatase-1 mediated dephosphorylation (Braz et al., 2004). 

 La phosphorylation des canaux LDCC qui comprennent plusieurs sites de 

phosphorylation spécifiques aux isoformes de la PKC (Yang et al., 2009) et à la PKD 

(Jhun et al., 2012). 

 L’interaction de la cTnI avec la PKCα après l’augmentation intracellulaire du calcium 

afin de maintenir la force contractile (Molnar et al., 2009). La phosphorylation du 

cTnI par la PKCβII augmente sa sensibilité au calcium (Wang et al., 2006a) alors que 

la PKCε ou la PKD ont un rôle inverse (Goodall et al., 2010; Kooij et al., 2010). 

 La phosphorylation de la protéine cMyBP (cardiac Myosin-Binding Protein), 

dépendante de la PKCα, de la PKCε et de la PKD, induit l’accélération des cycles 

d’étirements-raccourcissements du sarcomère (Bardswell et al., 2010). 

 

c. Les voies de signalisation indépendantes des protéines G dans la contractilité 

cardiaque : rôle de la β-arrestine 

 

Les voies de signalisation induites par les RCPG mais indépendantes des protéines G mettent 

en jeu la phosphorylation des RCPG par les GRKs (GPCR Kinase) et le recrutement de la β-

arrestine. (Krupnick, Gurevich, and Benovic, 1997). Il a été mis en évidence le rôle de cette 

dernière dans la contractilité cardiaque : le traitement par des ligands biaisés du récepteur 1 de 

l’angiotensine II (AT1R) provoque l’activation de voies de signalisation dépendantes de la β-

arrestine 2 et l’induction de la contractilité de cardiomyocytes isolés de cœurs de souris 

adultes (Rajagopal et al., 2006; Tilley, Nguyen, and Rockman, 2010; Violin et al., 2010). Les 

mécanismes par lesquels la β-arrestine induit la contractilité cardiaque ne sont pas encore 
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totalement connus. Ils comprennent : l’activation de protéines régulant la contractilité 

cardiaque telles que l’EPAC ou la CaMKII (Mangmool, Shukla, and Rockman, 2010) ; la 

phosphorylation de diverses protéines impliquées dans la contractilité cardiaque (Sanni et al., 

2010; Xiao et al., 2007) ; la réorganisation du cytosquelette puisque la stimulation des 

récepteurs AT1R induit l’association de la β-arrestine 1 avec l’ARHGAP21 qui est une 

protéine activant les Rho GTPase. Ces dernières jouent un rôle dans la réorganisation des 

fibres de stress (Anthony et al., 2011; Barnes et al., 2005).  

 

Figure 6.  Rôle de la voie de signalisation dépendante et indépendante aux protéines G 

dans la contractilité cardiaque. 

RyR : récepteur à la ryanodine ; PLB : phospholambane ; IP3R : récepteur 3 de l’inositol-3-

phosphate ; LTCC : canaux calciques voltage dépendant de type L ; AC : adénylate cyclase ; 

PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PKD : protéine kinase D ; EPAC : 

exchange protein activated by cAMP ; CaMKII : calmodulin dependant protein kinase II ; 

DAG : diacylglycerol ; IP3 : inositol-3-phosphate ; PLC : phospholipase C ; β-arr : β-

arrestine 
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D. Rôle des RCPG en pathologie cardiaque  

1. Les voies de signalisation associées aux protéines G régulant l’AMPc 

 

 Voies de signalisation dépendantes des protéines Gαs (Cf. figure 7) 

En situation pathologique, les récepteurs βAR subissent une activation chronique. Celle-ci 

induit l’hypertrophie, la fibrose et par la suite la défaillance cardiaque. Il a été notamment 

constaté qu’une surexpression des protéines Gαs spécifiquement au niveau des 

cardiomyocytes, entraine une augmentation de la fréquence cardiaque et de la contractilité, 

une hypertrophie, une fibrose et une nécrose cellulaire en réponse à la stimulation par les 

catécholamines (Gaudin et al., 1995; Iwase et al., 1996). 

En situation pathologique, l’expression des récepteurs β1AR est réduite en comparaison à 

l’expression des récepteurs β2AR. Plus particulièrement, on observe une modification de 

l’expression du ratio β1AR/β2AR qui se décrit, respectivement, de la façon suivante : 80 :20 à 

60 :40 dans les cœurs sains et défaillants (Bristow et al., 1989; Ungerer et al., 1993). 

Les récepteurs βAR déclenchent l’activation de la voie de signalisation AMPc/PKA/ERK/Akt 

qui est l’une des principales voies régulant l’hypertrophie cardiaque (Nunn et al., 2010). Le 

rôle de l’EPAC est également associé dans l’hypertrophie induite par la stimulation des βAR 

via l’activation de la voie de signalisation Ras/Calcineurine/CaMKII (Metrich et al., 2008). 

L’activation de cette voie de signalisation permet la régulation de l’activité de la CaMKII, du 

facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT), et de la protéine MEF2 qui jouent un rôle 

dans l’initiation de l’hypertrophie (Metrich et al., 2010). 

Une stimulation chronique par les catécholamines induit donc l’hypertrophie et l’apoptose de 

myocytes cardiaques menant à une réduction de la contractilité (Xiang and Kobilka, 2003). 

L’apoptose des cardiomyocytes est l’une des causes conduisant à l’insuffisance cardiaque. 

Dès lors, dans les cœurs insuffisants cardiaques, les processus de mort cellulaire par apoptose 

chez les cardiomyocytes sont augmentés de 200 fois en comparaison aux cœurs sains (Olivetti 

et al., 1997). Une relation entre la stimulation de la signalisation des βAR et l’apoptose des 

cardiomyocytes a été établie. Ainsi, les agonistes βAR (norépinephrine ou isoprotérénol) 

induisent l’apoptose des cardiomyocytes en culture (Communal et al., 1998). Cette relation a 

été confirmée in vivo par l’injection chronique d’isoprotérénol chez le rat (Shizukuda et al., 

1998).  
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 Voies de signalisation dépendantes des protéines Gαi (Cf. figure 7) 

Les protéines Gαi sont largement impliquées dans l’hypertrophie et la progression de 

l’insuffisance cardiaque.  

Ainsi, l’augmentation de l’expression des protéines Gαi a été détectée chez un modèle 

génétique d’induction de la voie de signalisation Ras/MAPK déclenchant l’hypertrophie. En 

effet, cette augmentation est corrélée avec la régulation du transport du calcium qui mène à 

l’hypertrophie ventriculaire et l’arythmie cardiaque qui sont toutes deux normalisées par 

l’utilisation de la toxine pertussique, inhibiteur des protéines Gαi  (Ruan et al., 2007). 

Néanmoins, l’inhibition des protéines Gαi, lors de l’ischémie/reperfusion, a démontré une 

augmentation de l’apoptose révélant un rôle cardio-protecteur de ces protéines lors de stress 

ischémique cardiaque (DeGeorge et al., 2008). Le récepteur 1 de l’adénosine (A1) a ainsi été 

décrit comme cardio-protecteur puisqu’il permet la réduction de la zone infarcie chez des 

modèles animaux d’infarctus du myocarde (Olafsson et al., 1987; Pitarys et al., 1991) et 

l’atténuation des dysfonctions post-ischémiques  (Donato and Gelpi, 2003; Mosca, Gelpi, and 

Cingolani, 1994; Ogawa et al., 1996; Sekili et al., 1995). 

Par ailleurs, le récepteur α2AR est impliqué dans l’atténuation des voies de signalisation 

activées par les récepteurs βAR. En effet, l’inactivation de ce récepteur, induite par 

manipulation génétique chez la souris et congestive chez l’homme, provoque le 

développement de dysfonctions cardiaques (Small et al., 2002; Xiang and Kobilka, 2003).  

 

2. Voies de signalisation associées aux protéines Gαq/11 

 

 Les RCPG couplés aux protéines Gαq/11 (Cf. figure 7) 

Les principaux RCPG couplés aux protéines Gαq/11  regroupent les récepteurs de 

l’angiotensine II, de l’endothéline et α-adrénergique. 

En situation d’hypertrophie, la libération de l’Ang II augmente et provoque une surexpression 

de son récepteur AT1R, régulée négativement à long terme conduisant, le plus généralement à 

des phénomènes de décompensation et à la défaillance cardiaque (Lambert, Massillon, and 

Meloche, 1995; Makita et al., 1992; Meggs et al., 1993; Regitz-Zagrosek et al., 1997; Regitz-

Zagrosek et al., 1995; Rogg et al., 1996; Suzuki et al., 1993). A ce titre, il a été observé que la 

surexpression du gène At1r  chez la souris entraine des mécanismes hypertrophiques et de 

fibroses qui favorisent la mortalité lors de l’induction de l’infarctus du myocarde (Paradis et 
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al., 2000). L’inactivation du gène At1r, pour sa part, entraine une réduction de la réponse 

hypertrophique, une baisse de la dilation du ventricule gauche et de la fibrose induite par 

l’AngII chez un modèle d’infarctus du myocarde (Harada et al., 1999). A long terme, 

néanmoins, cette inactivation provoque le développement d’hypertrophie (Harada et al., 

1998a; Harada et al., 1998b). Les récepteurs α1AR jouent également un rôle dans la 

régulation de la pression artérielle, de la contractilité et des réponses hypertrophiques (Cavalli 

et al., 1997; O'Connell et al., 2003; O'Connell et al., 2006).  

L’endothéline est aussi impliquée dans l’induction des réponses hypertrophiques. Ainsi, la 

surexpression spécifique du gène Et-1 ou de sa voie de signalisation conduit à la mort par 

insuffisance cardiaque principalement due à des phénomènes inflammatoires, d’hypertrophie 

et d’apoptose (Asano et al., 2002; Yang et al., 2004).   

 

 Voies de signalisation associées à la PLC/PKC/MAPK (Cf. figure 7)  

Les récepteurs couplés aux protéines Gαq/11 jouent donc un rôle crucial dans l’apoptose et 

l’hypertrophie cardiaque. Le DAG active la PKC qui est impliquée dans l’apoptose, la nécrose 

et l’hypertrophie cardiaque (Simpson, 1985; Simpson, McGrath, and Savion, 1982; Simpson 

et al., 1991; Vega et al., 2004). Différentes isoformes de la PKC existent, dont :  

 La PKCα, prédominante dans le cœur humain (Hahn et al., 2003), agit en régulant la 

contractilité via la phosphorylation du PLB et de SERCA (Braz et al., 2004). 

 La PKCβ est un important régulateur de l’hypertrophie, de la contractilité cardiaque et 

de la croissance cardiaque du nouveau-né (Bowman et al., 1997; Wakasaki et al., 

1997). 

 La PKCδ est un régulateur crucial de la nécrose post-ischémique, de la dysfonction et 

de la contraction cardiaque (Inagaki et al., 2003; Lin et al., 2001). 

 La PKCε est considérée comme ayant un rôle protecteur lors de l’ischémie (Inagaki, 

Churchill, and Mochly-Rosen, 2006; Shi, Papay, and Perez, 2012). 

La stimulation des récepteurs α1AR provoque une réponse hypertrophique par l’activation de 

la voie de signalisation PLC/PKC. En effet, l’inhibition d’acides aminés situés dans la région 

C-terminale de la PLCβ1b conduit au blocage de l’hypertrophie résultante de l’activation des 

récepteurs α1AR (Filtz et al., 2009).  

Par ailleurs, les MAPK ont également été décrites comme cibles de la voie PLC/PKC activée 

par les protéines Gαq/11 (Kehat and Molkentin, 2010). L’activation et l’inhibition de la PKC 



42 

 

ont respectivement des effets positifs et négatifs sur l’activité d’ERK1/2 qui contrôle la 

croissance cellulaire (Dorn and Force, 2005). De plus, l’inhibition des cibles de la kinase 

d’ERK1/2 (Extracellular signal-regulated protein kinase) telles que  la MSK-1 (Mitogen-

Activated Kinase-1), SAK-1 (Stress-Activated Kinase-1) et MNK-1 (MAP-kinase-interacting-

kinase 1), conduit à la réduction de la réponse hypertrophique (Markou et al., 2009; Spruill 

and McDermott, 2006). Il est important d’ajouter que ERK1/2 est également impliqué dans la 

régulation de l’expression des gènes tels que la kinase ribosomale S6 de 70kDa ou du NFAT 

(Sanna et al., 2005). Enfin, l’activation d’ERK1/2 contribue au développement de 

l’hypertrophie concentrique alors que son inhibition provoque l’apparition de l’hypertrophie 

excentrique (Kehat et al., 2011).  

 

 Voies de signalisation associées à la CaMKII (Cf. figure 7) 

Lors de l’activation des protéines Gαq/11, l’IP3 induit la libération de calcium qui provoque 

l’activation des gènes de la réponse hypertrophique et de la calcineurine dont la cible est le 

NFAT (Dorn and Force, 2005). L’isoforme 3 de cette dernière agit avec la CaMKII pour 

permettre le déclenchement de la réponse hypertrophique en situation pathologique mais 

également lors de la croissance cardiaque (Brodde and Michel, 1999; Dorn and Force, 2005) : 

la surexpression des isoformes δb et δc de la CamkII entraine le développement de 

l’hypertrophie cardiaque (Zhang et al., 2007b). Cependant, l’inhibition de la CamkIIδ 

n’empêche pas le développement de l’hypertrophie via un mécanisme permettant la 

surexpression de la CamKIIγ (Ling et al., 2009). Cette inhibition a, néanmoins, des effets 

bénéfiques puisqu’elle améliore la dysfonction ventriculaire et réduit le remodelage cardiaque 

lors de l’insuffisance du myocarde chez des modèles animaux de défaillances cardiaques 

(Mishra et al., 2010). 

  

3. Voies de signalisation associées aux protéines Gα12/13 

 

Les protéines Gα12/13  par le biais de l’activation de la famille RhoGEF induisent la stimulation 

des petites GTPase RhoA qui sont impliquées dans le contrôle de divers processus cellulaires. 

Ainsi, l’activation des récepteurs AT1R, ET1 et α1AR entraine, par le biais de la stimulation 

des protéines Gα12/13, des réponses hypertrophiques et de fibroses du tissu cardiaque via la 
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l’activation des voies de signalisation associées à la kinase c-Jun (Fujii et al., 2005; 

Maruyama et al., 2002; Nishida et al., 2007; Nishida et al., 2005). L’AKAP-lbc (A-Kinase 

Anchoring Protein), protéine comportant une activité RhoGEF, induit également l’activation 

des voies de signalisation  α1AR/Gα12/13  contrôlant la kinase p38 (Appert-Collin et al., 2007; 

Cariolato, Cavin, and Diviani, 2011). 

 

4. Voies de signalisation indépendantes des protéines G et associées à la β-

arrestine 

 

 β-arrestine/MAPK (Cf. figure 7) 

La stimulation des récepteurs AT1R provoque la formation d’un complexe liant la β-arrestine 

et s’internalisant pour prolonger l’effet de MAPK telle que l’ERK1/2 (DeWire et al., 2007). 

Les effets majeurs de cette voie de signalisation incluent la survie des cardiomyocytes, 

l’hypertrophie et la synthèse protéique (Ahn et al., 2009; Aplin et al., 2007; DeWire et al., 

2008). 

Le complexe AT1R/β-arrestin 2 provoque l’activation d’ERK1/2 et de la protéine ribosomale 

S6 de 90kDa impliquée dans la synthèse protéique et la prolifération (Aplin et al., 2007). De 

plus la MNK1 est également capable d’interagir avec le complexe AT1R/β-arrestine et 

d’induire la synthèse protéique par le biais de la phosphorylation du facteur eIF4E 

(Eukaryotic Translation Initiation Factor-4E) (DeWire et al., 2008).  

 

 β-arrestine/transactivation du récepteur du facteur de croissance de l’épithélium 

(EFG ou epithelium growth factor) (Cf. figure 7) 

Divers RCPG ont été associés à l’induction de la transactivation de l’EGFR et à l’activité 

d’ERK1/2, tout deux initiant l’hypertrophie (Esposito et al., 2011; Kim et al., 2009a; Tilley et 

al., 2009; Zhai et al., 2006). 

De plus, la stimulation du récepteur β1AR par les catécholamines est capable d’induire la 

transactivation de l’EGFR via un complexe EGFR/ERK1/2 activé par la β-arrestine (Tilley et 

al., 2009). 

La transactivation de l’EGFR par l’activation de l’AT1R provoque la prolifération des 

fibroblastes, l’hypertrophie et l’apoptose (Seta and Sadoshima, 2003; Zhai et al., 2006).  
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 β-arrestine/régulation de l’expression génique 

La β-arrestine joue également un rôle dans la régulation de l’expression génique. 

En réponse à la stimulation des catécholamines, le récepteur β1AR par le bais de la β-arrestine 

et de l’activation d’Akt induit l’augmentation de l’expression des gènes fœtaux et de la 

synthèse protéique dans les cardiomyocytes de rat (Morisco et al., 2008). 

Par ailleurs, la transactivation de l’EGFR via la stimulation du récepteur AT1R/β-arrestine-2 

induit l’activation de l’ERK1/2 jouant un rôle dans la synthèse de l’ADN (Kim et al., 2009a). 

La voie de signalisation AT1R/β-arrestine potentialise également l’action du récepteur β2AR 

sur la stimulation de l’expression des gènes hypertrophiques (Christensen et al., 2011). Dans 

le même sens, il a été révélé un lien entre l’activation de la β-arrestine induite par la 

stimulation des récepteurs AT1R et β2AR dans l’activation de la contractilité cardiaque et 

l’hypertrophie (Barki-Harrington, Luttrell, and Rockman, 2003; Cervantes, Crosby, and 

Xiang, 2010).  

 

Figure 7. Rôle des voies de signalisation dépendantes et indépendantes des protéines G en 

pathologie cardiaque. 
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IP3R : récepteur 3 de l’inositol-3-Phosphat ; AC : adénylate cyclase ; PKA : protéine kinase 

A ; PKC : protéine kinase C ; EPAC : exchange protein activated by cAMP ; CAMKII : 

calcium/calmodulin dependant protein kinase II ; DAG : diacylglycérol ; IP3 : inositol-3-

phosphate ; PLC : phospholipase C ; β-arr : β-arrestine ; eIF4E : Eukaryotic Translation 

Initiation Factor-4E
 
; MNK-1 : MAP-kinase-interacting-kinase 1. 

 

 

E. Les RCPG dans le rein 

 

Tout comme pour le système cardiovasculaire, la fonction rénale est régulée par le biais de 

diverses voies de signalisation impliquant des RCPG. L’activation de ces récepteurs se fait 

par l’action d’hormones peptidiques dont l’argenine-vasopressine, l’angiotensine II, 

l’hormone parathyroïdienne, par l’action de la dopamine ou encore des métabolites de l’acide 

arachidonique (Cf. figure 8).  

 

1. Argenine-vasopressine 

 

L’argenine-vasopressine est une hormone peptidique régulatrice clé de l’homéostasie 

hydrique. Elle agit via deux récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs V1 et V2 :  

 Le récepteur V2 couplé aux protéines Gαs est exprimé au niveau de la membrane 

basale des cellules principales du tubule collecteur rénal. Il leur confère, via la 

translocation des aquaporines à la surface membranaire, une perméabilité élevée à 

l’eau qui est réabsorbée et rejoint l’interstitium médullaire (Breyer and Ando, 1994; 

Maeda et al., 1992; Pernot et al., 2011). Au niveau des tubules distaux, le récepteur V2 

permet la réabsorption des ions chlorure de sodium via la phosphorylation du co-

transporteur des ions sodium/chlorure (NCC) (Mutig et al., 2010).  

 Le récepteur V1 et le récepteur V2  permettent la stimulation du co-transporteur NCC 

au niveau de la partie ascendante de l’anse de Henlé (Paliege et al., 2012; Wittner et 

al., 1991). 
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2. L’angiotensine II (AngII) 

 

L’Ang II est une hormone impliquée dans la physiopathologie rénale. En effet, les inhibiteurs 

de l’enzyme de conversion, bloquant la synthèse de l’Ang II, utilisés lors du traitement des 

maladies cardiovasculaires, ont montré des effets bénéfiques sur le rein puisqu’ils permettent 

de réduire la progression de l’insuffisance rénale (Breyer et al., 1994; Laffel, McGill, and 

Gans, 1995; Lewis et al., 1993). 

L’Ang II joue ainsi un rôle dans la production de la MEC, par les cellules mésangliales, 

impliquée dans les phénomènes de réparation lors de pathologies rénales (Dzau, Gibbons, and 

Pratt, 1991; Griffin et al., 1991).  

Les récepteurs de l’Ang II sont exprimés au niveau des :  

 Glomérules et sont couplés aux protéines Gαs et des cellules mésangliales et sont 

couplés aux protéines Gαq avec un rôle dans la synthèse protéique et la mitogenèse 

(Ernsberger et al., 1992; James et al., 2001; Pfeilschifter, 1990; Skorecki et al., 1983). 

 Tubules distaux qui régule l’échangeur des ions sodium/hydrogène (NHE), 

l’activation de la pompe sodium/potassium-ATPase (NKA), la réabsorption de l’eau et 

l’activation du NCC (Castaneda-Bueno et al., 2012; Kwon et al., 2005; Liu et al., 

2011; San-Cristobal et al., 2009; Sandberg et al., 2007; Turban, Wang, and Knepper, 

2003). 

 

3. L’hormone parathyroïdienne (PTH) 

 

Le récepteur de la PTH est exprimé dans la plupart des compartiments rénaux incluant les 

tubules proximaux et distaux, la portion corticale de la partie large ascendante de l’anse de 

Henlé, les podocytes et les vaisseaux intra rénaux (Lee et al., 1996). Il exerce une action :  

 Régulatrice sur l’absorption des phosphates et du sodium en inhibant le co-

transporteur des ions sodium/phosphate (NaPi) et les NHE sur la membrane apicale 

des tubules rénaux (Biber et al., 2004). Le contrôle du co-transporteur NaPi se fait par 

le biais de l’activation des voies de signalisation PLC/PKC et AMPc/PKA qui 

activent les protéines ERK1/2/MAPK responsables de l’internalisation du co-

transporteur NaPi et de sa dégradation (Capuano et al., 2007; Pfister et al., 1997) ; 
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 Négative sur la pompe NKA via l’activation de la voie de signalisation de la 

PKCα/ERK (Khundmiri et al., 2008; Khundmiri et al., 2004; Khundmiri et al., 2005; 

Khundmiri and Lederer, 2002) 

 Vasodilatatrice sur les artères rénales  (Massfelder et al., 1996a; Massfelder et al., 

1996b; Roca-Cusachs, DiPette, and Nickols, 1991);  

 Proliférative sur les cellules mésangliales et les cellules tubulaires proximales (Bosch 

et al., 1999; Garcia-Ocana et al., 1995; Garcia-Ocana et al., 1999; Massfelder et al., 

2001; Soifer et al., 1993). 

 

4. La dopamine 

 

Le récepteur-1 périphérique de la dopamine (DA1) est  localisé au niveau du réseau vasculaire 

rénal (Kinoshita, Ohlstein, and Felder, 1990). Il induit, via l’activation de la PKA et la 

réduction du calcium, la relaxation des CML (Cheung et al., 1997). Le récepteur-2 

périphérique de la dopamine (DA2) est exprimé au niveau des glomérules et de l’endothélium 

vasculaire (Felder et al., 1984a; Felder et al., 1984b). 

Au niveau des néphrons, la dopamine joue divers rôles : 

 Dans les tubules proximaux : 

 les récepteurs DA1, DA2 et le récepteur-1 central de la dopamine (D1), 

couplés aux protéines Gαs, permettent l’inhibition de la pompe NKA par 

l’activation de la voie de signalisation PKC/PI3K (Aperia, Bertorello, and 

Seri, 1987; Bertorello and Aperia, 1990; Gomes and Soares-da-Silva, 2002; 

Pedemonte, Efendiev, and Bertorello, 2005; Satoh, Cohen, and Katz, 1992; 

Vyas, Eichberg, and Lokhandwala, 1992). 

 Le récepteur-2 central de la dopamine (D2) active la pompe NKA via la 

stimulation de la voie de signalisation PKA/MAPK/p44-42 (Hussain, Abdul-

Wahab, and Lokhandwala, 1997; Narkar, Hussain, and Lokhandwala, 2002). 

 La dopamine agit sur l’internalisation du co-transporteur NaPi via l’activation 

de la voie de signalisation PKA/PKC (Bacic et al., 2005; Weinman et al., 

2010) et sur l’activation de la voie de signalisation PLC/PKC/MAPK jouant 

un rôle dans la libération de calcium intracellulaire (Han et al., 2007). 



48 

 

 Au niveau de l’anse de Henlé, la dopamine stimule la pompe des ions 

sodium/potassium/chlorure (NKCC) via l’activation de la voie de signalisation de la 

PKA (Aoki et al., 1996). 

 Au niveau du tube collecteur, la dopamine agit, via l’activation du récepteur-4 central 

de la dopamine (D4) couplé à une protéine Gαi, en inhibant la réabsorption de l’eau (Li 

and Schafer, 1998). 

 Le récepteur DA1 inhibe également l’échangeur NHE  via l’augmentation de l’AMPc 

(Albrecht et al., 2000; Bacic et al., 2003; Bobulescu et al., 2010; Felder et al., 1990). 

 

5. Les prostaglandines 

 

Ce sont des métabolites de l’acide arachidonique activant de nombreux RCPG :  

 Le récepteur des thromboxanes couplé aux protéines Gαq/11. Par le biais de la libération 

de calcium et l’activation de la PKC, il permet la vasoconstriction des CML et des 

cellules mésangliales glomérulaires induisant l’augmentation du débit de filtration 

glomérulaire (Spurney et al., 1993). 

 Les récepteurs 1 et 3 aux eicosanoïdes (EP1 et EP3) couplés aux protéines Gαq/11 ou 

Gαs. L’EP1 est retrouvé au niveau du tube collecteur cortical et inhibe le transport de 

sodium via la libération de calcium (Hebert, Jacobson, and Breyer, 1991). L’EP3 est 

exprimé au niveau de la partie ascendante de l’anse de Henlé et permet l’absorption 

des ions sodium/chlorure (Breyer et al., 1993). L’EP3 permet également au niveau du 

tube collecteur la réabsorption de l’eau (Bonilla-Felix, 2004). 

 Le récepteur des prostacyclines couplé aux protéines Gαs ou Gαq/11. Il est un important 

vasodilatateur du réseau vasculaire glomérulaire et régulateur de la perméabilité 

hydrique des cellules épithéliales rénales (Boie et al., 1994; Namba et al., 1994). 

 

Etant donné le large rôle des RCPG dans la physiopathologie cardiaque et rénale, il est 

important d’identifier de nouveaux RCPG pouvant être impliqués dans la fonction de ces deux 

organes. L’étude de ces récepteurs pourrait permettre la mise en évidence de nouvelles voies 

de signalisation permettant le développement de traitements contre les maladies cardio-

rénales. 
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  Figure 8. Rôle des RCPG dans la fonction rénale 

(1) Réseau vasculaire rénal ; (2) Glomérule; (3) Tubule proximal (TP) (4)  Tubule 

distal (TD); (5) Anse de Henlé  (AH) (6) Tube collecteur (TC) 

 

 Voies de signalisation retrouvées au niveau du TC : a : Contrôle négatif et positif, de 

la recapture apicale et basale du Na
+
/Cl

-
, respectivement, par les récepteurs DA et 

EP1 ;b : Contrôle de l’internalisation du co-transporteur NaPi par les récepteurs PTH 

et DA 

 

 Voies de signalisation retrouvées au niveau du TP : a : cf. ci-dessus ; c : Activation du 

transport apical du Na
+
/Cl

-
 par les récepteurs VR 

 

 Voies de signalisation retrouvées au niveau de l’AH : d : réabsorption de l’eau par les 

aquaporines activées par les récepteurs AT1R, V1, EP3 et inhibées par le récepteur 

D4 ; e : Activation du transport du Na
+
/Cl

-
 par la translocation du co-transporteur 

NCC contrôlée par le récepteur VR  

 

 

 Voies de signalisation retrouvées au niveau du TD, TP et HA : f : contrôle négatif  par 

les récepteurs PTH et AT1R, de l’activation de l’échangeur Na
+
/H

+
 provoquant 

l’inhibition de la pompe NKA et du co-transporteur NBC ; g : contrôle négatif de 

l’activité de l’échangeur Na
+
/H

+
 et de la pompe NKA par les récepteur PTH et DA1 

 

AT1 : récepteur 1 de l’angiotensine 2 ; V2 : récepteur 2 de la vasopressine ; VR : récepteur de 

la vasopressine ; EP1 et 3 : récepteur 1 et 3 aux eicosanoïdes ; D4 : récepteur central 4 de la 

dopamine ;DA : récepteur de la dopamine ; PTH : récepteur de l’hormone parathyroïdienne ; 

THX : récepteur du thromboxane ; NaPi : co-transporteur Na
+
/Pi ; NBC : co-transporteur 

Na
+
/HCO3- ; NKA : co-transporteur NA

+
/K

+
 ; NHE3 : échangeur Na

+
/H

+
 ; DA1 récepteur 

périphérique 1 de la dopamine ; NCX : co-transporteur Na
+
/Ca2

+
 ; NCC : co-transporteur 

Na
+
/Cl- ; NBC : Co-transporteur NA

+
/HCO3- ; EcaC : canal calcique épithélial ; AQ : 

aquoporine ; RE : réticulum sarcoplasmique. ; PLC : phospholipase C ; AC : adenylate 

cyclase ;  PKC : protéine kinase C ; PKA : protéine kinase A.  

 

CM : cellules mésangliales ; MEC : matrice extracellulaire 
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III. La voie de signalisation des Prokinéticines 

A. Structures des Prokinéticines et de leurs récepteurs 

 

Les prokinéticines sont des peptides secrétés regroupant la prokinéticine-1 (PK1) et la 

prokinéticine-2 (PK2), considérées comme homologues chez les mammifères. Ces peptides 

ont été décrits pour la première fois, chez les mammifères, en 2001 grâce à une similarité de 

séquence avec la toxine intestinale-1 du serpent mamba (MIT1) et une autre protéine 

provenant des sécrétions dermiques des grenouilles Bambina variegate (Bv8) (Joubert and 

Strydom, 1980; Li et al., 2001; Mollay et al., 1999). Ainsi, la MIT1 et la Bv8 sont les 

homologues respectivement de la PK1 et de la PK2 qui sont exprimées chez l’homme. La 

MIT1 a été décrite comme puissant contractant de l’iléum de cochon d’inde (Schweitz, 

Bidard, and Lazdunski, 1990; Schweitz et al., 1999) tout comme la Bv8 (Mollay et al., 1999).  

La PK1 et la PK2  partagent environ 50% d’homologie de séquences en acides aminés 

(Bullock, Li, and Zhou, 2004). La PK1 est codée par le chromosome 1p1 chez l’homme et 3 

chez la souris alors que la PK2 est codée par le chromosome 3p21.1 chez l’homme et 6 chez 

la souris. La PK2 est codée par 4 exons et sa forme active comprend 81 acides aminés codés 

par les exons 1, 2 et 4. Une forme longue de la PK2, dite PK2-L, a été mise en évidence et 

consiste en l’insertion par un épissage alternatif, après le résidu 47, d’une séquence de 21 

acides aminés. Le clivage protéolytique de la PK2-L produit une forme active appelée PK2-β 

(Chen et al., 2005; Wechselberger et al., 1999). 

Les prokinéticines font partie de la famille des protéines AVIT qui se caractérisent par une 

séquence conservée dans le domaine N-terminal nommée AVITGA correspondant aux acides 

aminés qui la composent. Cette séquence est essentielle à leur activité biologique et se 

retrouve identique chez plusieurs espèces dont le serpent mamba (Joubert and Strydom, 1980; 

Schweitz et al., 1999), la grenouille Bambina variegata (Mollay et al., 1999), l’homme et les 

rongeurs (LeCouter et al., 2001; Li et al., 2001; Masuda et al., 2002; Wechselberger et al., 

1999). Le domaine C-terminal,  modérément conservé, de cette famille de protéines est une 

séquence de 10 résidus cystéines formant cinq paires de ponts disulfures (Cf. Figure 9) 

(Boisbouvier et al., 1998; Bullock, Li, and Zhou, 2004; Li et al., 2001).  
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Les prokinéticines exercent leurs activités biologiques via deux récepteurs couplés aux 

protéines G, les récepteurs 1 et 2 des prokinéticines (PKR1 et PKR2). Les récepteurs PKR1 et 

PKR2 sont codés chez l’homme par des gènes localisés sur le chromosome 2p14 et 20p13 

respectivement. Ils présentent 85% d’acides aminés identiques et ils différent dans le domaine 

N-terminal. L’affinité des prokinéticines pour leurs récepteurs est différente : la PK2 a une 

plus forte affinité pour les récepteurs PKR1 et PKR2 que la PK1. Le classement de l’affinité 

des ligands pour les récepteurs est le suivant : 

 Pour PKR1 : PK2>PK2-β≈PK1 

 Pour PKR2 : PK2>PK1>PK2-β 

Les gènes Pkr1 et Pkr2 se composent de 2 exons et codent pour 393
 
et 384 acides aminés 

respectivement (Cf. figure 10) (Masuda et al., 2002; Soga et al., 2002). 

 

Figure 9. Séquence d’acides aminés des protéines de la famille AVITGA de différentes espèces.  

H : homme ; R : rat ; M : souris, Mam : serpent black mamba ; Bom : grenouille bambina 

variegate ; F : fugu. Les numéros désignent le type 1 ou 2 de chaque peptide (Kaser et al., 2003). 

             Séquence AVITGA conservée en N-terminale    Résidu cystéine 

 Nombre d’acides aminés (86 acides aminées pour la PK1 humaine et 81 acides aminés   

pour la PK2 humaine) 
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La régulation de l’expression des prokinéticines a été décrite dans le système reproductif, les 

neurones et les macrophages.  

Dans le système reproductif, l’expression de la PK1 est régulée positivement par les 

œstrogènes, la progestérone, les gonadotrophines chorioniques humaines mais également par 

le facteur inductible par l’hypoxie (HIF1-α) (Ngan et al., 2006; Tiberi et al., 2010). 

Dans le bulbe olfactif, l’expression de la PK2 est stimulée par deux facteurs de transcription 

de type hélice-boucle-hélice (neurognin1 et Mash1) et réprimée par les facteurs de 

transcription de type homéobox (distal-less homeobox 1 et 2) (Long et al., 2007; Zhang et al., 

2007a). Chez les amphibiens, l’expression de la Bv8 est contrôlée par le facteur de 

transcription « activating-protein 1 » (Marsango et al., 2009). 

La PK2 est également capable de réguler positivement l’activité des cellules myéloïdes 

CD11b
+
Gr1 induite par le facteur stimulant  des colonies de granulocytes (C-GSF ou 

Granulocyte Colony Stimulating Factor) (Shojaei et al., 2007).  

B. Activités biologiques des prokinéticines 

 

Les prokinéticines et leurs  récepteurs sont exprimés dans de nombreux tissus incluant les 

testicules, les ovaires, l’utérus, le placenta, les glandes surrénales, le cerveau, le tractus gastro-

intestinal, le cœur et les cellules hématopoïétiques. Il est à noter que ce profil d’expression 

suggère que les prokinéticines jouent un rôle dans de nombreux processus physiologiques ou 

pathologiques (Cf. Tableau 1). 

 

1. Rôle dans l’angiogenèse  

 

L’angiogenèse est un processus important régulant les phénomènes liés à la reproduction et à 

la progression tumorale : 

 Reproduction chez l’homme 

Figure 10.  Alignement des séquences protéiques des récepteurs PKR1 et PKR2. (Soga et 

al., 2002). 
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Chez l’homme, l’expression de la PK1 est restreinte aux cellules de Leydig dans les testicules 

et celle de la PK2 au niveau des spermatocytes I (LeCouter et al., 2003; Wechselberger et al., 

1999). Les récepteurs des prokinéticines sont quant à eux exprimés au niveau des cellules 

endothéliales dérivées des testicules (LeCouter et al., 2003). 

La voie de signalisation des prokinéticines est impliquée dans la prolifération et la 

fenestration (formation de pores dans l’endothélium vasculaire) des cellules endothéliales, 

formant le lit vasculaire des testicules et dans le transport de la testostérone (LeCouter et al., 

2003; Samson et al., 2004).  

 

 Cycle menstruel 

Par ailleurs, la voie de signalisation des prokinéticines est retrouvée dans l’ovaire, l’utérus et 

dans divers tissus qui se développent pendant de la grossesse (Battersby et al., 2004; Ferrara 

et al., 2003; Hoffmann, Feige, and Alfaidy, 2006). Pour sa part, la PK1 est détectée dans les 

cellules de la granulosa du follicule primaire et dans les cellules de la thèque du follicule de 

De Graaf (Ferrara et al., 2003). Des études ont ainsi montré le rôle de la PK1 dans la 

prolifération et la survie des cellules endothéliales du corps jaune (Kisliouk, Podlovni, and 

Meidan, 2005; Kisliouk et al., 2005). La PK1 est également exprimée par l’épithélium 

glandulaire, par les cellules endothéliales de l’endomètre et par les cellules endothéliales et 

CML du myomètre. L’expression de la PK1 dans l’endomètre est hormono-dépendante : elle 

est régulée par l’action d’hormone dont les œstrogènes et la progestérone. Dès lors, durant la 

période fertile, l’expression de la PK1 est dépendante des phases du cycle menstruel avec une 

augmentation graduelle de son expression entre la phase folliculaire et la phase lutéale pour 

connaître un déclin dans l’étape terminale de la phase lutéale (Kisliouk et al., 2007). A la 

ménopause la PK1 n’est plus détectée (Battersby et al., 2004; Ngan et al., 2006).  

 

 Grossesse 

Le système des prokinéticines est également impliqué dans les phénomènes d’implantation  

durant la grossesse (Evans et al., 2009; Waddell et al., 2011).  

Ainsi, chez la femme, la PK1 est localisée dans la couche syncytiotrophoblastique (issue de la 

différenciation du trophoblaste) entre la 8
ème

 et la 10
ème

 semaine de gestation. Chez la souris, 

la PK1 et le récepteur PKR1, qui ont une expression maximale jusqu’au jour post-coïtum (jpc) 

10.5, sont localisés majoritairement dans la chambre intervilleuse alors que le récepteur PKR2 
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est localisé dans les cellules trophoblastiques et endothéliales (Hoffmann, Feige, and Alfaidy, 

2006; Hoffmann, Feige, and Alfaidy, 2007). 

La PK1 stimule également la prolifération, la migration, la survie, l’activité vasculaire et la 

perméabilité des cellules endothéliales microvasculaires du placenta (Brouillet et al., 2010). 

L’activation de la PK1 est aussi impliquée dans le développement de l’environnement 

inflammatoire lors de la gestation et dans l’augmentation des cytokines pro-inflammatoires 

(Cook et al., 2010; Evans et al., 2009; Evans et al., 2008; Gorowiec et al., 2011; Maldonado-

Perez et al., 2009). 

L’expression de la PK1 et de PKR1 est augmentée également lors de l’hypoxie observée 

pendant la placentation. En concordance avec ces données, les séquences géniques de PK1 et 

de son récepteur PKR1 possèdent un promoteur reconnu par le facteur de transcription HIF-

1α (Hoffmann, Feige, and Alfaidy, 2006).  

Par ailleurs, la gonadotrophine chorionique humaine contrôle l’expression de la PK1, des 

récepteurs PKR1 et PKR2 sur des explants de placenta et de cellules de trophoblastes 

(Brouillet et al., 2012; Evans et al., 2009). 

Pour finir, la voie de signalisation des prokinéticines est également associée aux grossesses 

extra-utérines et aux fausses-couches (Salker et al., 2010; Shaw et al., 2010; Su et al., 2010). 

 

 Progression tumorale 

Etant donné le rôle  du système des prokinéticines dans les phénomènes de reproduction liés à 

l’angiogenèse, il n’est pas étonnant de voir augmenter le nombre d’études menées pour 

déterminer le rôle des prokinéticines et de leurs récepteurs dans la formation des tumeurs 

dépendante des mécanismes de l’angiogenèse. 

Ainsi, le développement des cancers colorectaux, de la prostate et du testicule est corrélé au 

profil d’expression des prokinéticines qui agissent pour favoriser la néo-vascularisation (Goi 

et al., 2004; Nagano et al., 2007; Pasquali et al., 2006; Samson et al., 2004). 

Une étude relative à l’évolution du neuroblastome démontre que les récepteurs PKR1 et 

PKR2 sont associés aux différents stades de croissance tumorale et aux métastases. Plus 

particulièrement, l’activation d’Akt par les prokinéticines permet la migration, la prolifération 

et la survie des cellules de ce cancer (Ngan et al., 2008; Ngan et al., 2007b).  

L’expression génique et l’expression protéique de la PK1 sont également augmentées dans les 

cancers de la thyroïde papillaire (CTP). De plus, dans 60% des  échantillons de CTP analysés, 

l’expression de la PK1 est corrélée positivement avec la mutation du protoncogène BRAF2. 
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La mutation de ce protoncogène est associée avec le pronostic clinique pauvre des patients 

atteints de CTP (Pasquali et al., 2011).  

Par ailleurs, l’angiogenèse tumorale est dépendante des cellules myéloïdes de la moelle 

osseuse dont notamment les cellules CD11
+
GR1

+
. La PK2 favorise alors la migration de ce 

type cellulaire vers la tumeur et ainsi  l’expansion de la vascularisation tumorale par le bais de 

l’activation de la voie STAT3/C-GSF (Qu et al., 2012; Shojaei et al., 2008; Shojaei et al., 

2007).  

 

2. Rôle dans l’activité des cellules progénitrices 

 

 Hématopoïèse et régulation de la réponse immunitaire innée 

Les prokinéticines jouent un rôle dans la régulation de l’hématopoïèse et de la réponse 

immunitaire innée. Ainsi, elles sont retrouvées dans les sites inflammatoires au niveau des 

cellules myéloïdes dont les macrophages et les neutrophiles et au niveau des cellules 

lymphoïdes dont les lymphocytes-T  (Kisliouk et al., 2007; LeCouter et al., 2004; Monnier et 

al., 2008). En ce qui concerne les récepteurs, ceux-ci sont exprimés dans les cellules souches 

hématopoïétiques et les cellules sanguines matures (Dorsch et al., 2005; LeCouter et al., 2004; 

Monnier et al., 2008). 

La PK1 induit ainsi la différenciation des cellules souches hématopoïétiques en monocytes ou 

macrophages et la libération de cytokines pro-inflammatoires (Dorsch et al., 2005; Monnier et 

al., 2008). De plus la PK2 contrôle la fonction, la croissance et la survie des cellules 

myéloïdes (LeCouter et al., 2004).  

 

 Neurogenèse du bulbe olfactif 

Le bulbe olfactif, région du cerveau destiné à contrôler les informations olfactives, est soumis 

à l’addition continuelle de nouveaux neurones par le biais de phénomènes migratoires des 

cellules progénitrices neuronales dans la zone migratoire rostrale (ZMR) vers les sites de 

différenciation. L’implication des prokinéticines dans la neurogenèse du bulbe olfactif a été 

étudiée par la délétion des gènes de la Pk2 et de Pkr2 chez la souris. Ainsi, la délétion du gène 

de la Pk2 induit une réduction de la taille du bulbe olfactif, une altération de son architecture 

et l’accumulation des cellules progénitrices neuronales dans la ZMR. Dans le même sens, la 
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suppression du gène de Pkr2 a des effets similaires à ceux de l’inactivation de la Pk2. De ce 

fait, elle conduit à : (1) une réduction de la taille du bulbe olfactif principalement reliée à une 

altération de la prolifération ; (2) un défaut de l’architecture du bulbe olfactif associé à une 

amplification de l’apoptose ; (3) une altération de la migration des cellules progénitrices 

neuronales (Ng et al., 2005; Prosser, Bradley, and Caldwell, 2007).  

 

 Contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules de la crête neurale 

La PK1 est exprimée dans la muqueuse et le mésenchyme de l’intestin d’embryon durant le 

développement du système nerveux. De plus, son récepteur PKR1 est exprimé dans les 

cellules de la crête neurale entérique (CCNE). Ainsi, la stimulation du récepteur PKR1 par la 

PK1 induit l’activation de la voie de signalisation Akt/MAPK provoquant la prolifération et la 

différenciation des CCNE (Ngan et al., 2007a). Il est important de savoir que le facteur 

neurotrophique dérivé de la lignée des cellules gliales (GDNF/Ret) est indispensable aux 

processus de prolifération, de différenciation et de migration des CCNE. Ainsi, il a été 

démontré que le traitement des CCNE par le GDNF/Ret provoque la surexpression de PKR1. 

Dans le même sens, l’ablation génique de ce facteur chez la souris a pour conséquence une 

réduction de l’expression de PKR1 (Ngan et al., 2008). Récemment, une étude a élargi le rôle 

de la voie de signalisation des prokinéticines dans le développement du système nerveux. 

Ainsi, elle démontre que les récepteurs  PKR1 et PKR2 sont exprimés par les CCNE 

provenant de ganglions entériques d’enfants atteints ou non de la maladie de Hirschprung 

(affection intestinale caractérisée par l'absence de cellules ganglionnaires dans la sous-

muqueuse et dans les plexus myentériques du tube digestif). Cette étude révèle que les 

récepteurs PKR1 et PKR2 peuvent participer à l’activité des CCNE par l’activation de la voie 

de signalisation GDNF/Ret (Ruiz-Ferrer et al., 2011). 

 

3. Rôle dans le système nerveux central et périphérique  

 

 Système nerveux central 

Au sein du système nerveux central, la PK2 et son récepteur PKR2  sont largement exprimés 

(Cheng et al., 2005; Lambert et al., 2005; Li et al., 2006; Masumoto et al., 2006; Zhang, 

Truong, and Zhou, 2009).  
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C’est ainsi que la voie de signalisation PK2/PKR2 est impliquée dans la régulation du cycle 

circadien et l’activité locomotrice nocturne. Plus  précisément, l’expression de la PK2 change 

au  fil des cycles sommeil-éveil avec une forte expression en phase diurne (Cheng et al., 2005; 

Masumoto et al., 2006; Prosser et al., 2007). La déplétion du gène de la Pk2 induit chez la 

souris une réduction de l’activité locomotrice diurne et provoque ainsi le changement de 

plusieurs paramètres physiologiques dont la baisse des phases de sommeil (Hu et al., 2007; Li 

et al., 2006). Le contrôle de la locomotion nocturne des souris par la PK2 se fait par le biais 

de la régulation de l’activité électrique des neurones du noyau supra chiasmatique (Ren et al., 

2011).  

Dernièrement, des études ont mis en évidence la relation étroite entre l’expression de la PK2 

ou de PKR2 et le développement des troubles de l’humeur (Ingves and Ferguson, 2010; Kishi 

et al., 2009).  

L’appétit, autre phénomène régulé lors des cycles biologiques, est également modulé par la 

PK2. En effet, cette dernière a des effets anorexigènes directement liés à la mélanocortine, 

hormone  agissant sur la réduction de l’appétit (Gardiner et al., 2010). 

 

 

 

 Système nerveux périphérique : sensibilité à la douleur 

Les récepteurs PKR1 et PKR2 se situent dans les ganglions de la racine dorsale de la moelle 

épinière. Ils jouent un rôle dans la sensibilité à la douleur thermique ou mécanique (Negri et 

al., 2002). 

L’inactivation du gène  Pkr1 permet la réduction de la sensibilité à la douleur lors de stimuli 

thermiques ou chimiques (Negri et al., 2006). La voie de signalisation PK2/PKR1 joue 

également un rôle dans la douleur induite par les phénomènes inflammatoires. Ainsi la perte 

du gène Pkr1 chez la souris induit une baisse de l’hyperalgésie observée lors de 

l’inflammation (Giannini et al., 2009). 

La PK2 semble également jouer un rôle dans la libération des transmetteurs excitateurs dans 

la moelle épinière impliqués dans l’hyperalgésie (De Felice et al., 2012). De plus, il a été 

récemment démontré, chez les cellules neuronales des ganglions de la racine dorsale que la 

voie de signalisation de la PK2/PKC stimule l’activité des canaux ioniques sensibles aux 

protons qui jouent un rôle dans l’acidose tissulaire douloureuse lors de l’inflammation (Qiu et 
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al., 2012). Au niveau de l’intestin cette fois ci, la surexpression de la PK2 a été montrée dans 

des biopsies provenant de patients atteints de coliques ulcératives (Watson et al., 2012).  

 

4. Rôle dans le système cardiovasculaire : cardiopathie et AVC 

 

 Homéostasie cardiaque 

Dans le système cardiovasculaire, la PK2 et ses récepteurs PKR1 et PKR2 sont exprimés dans 

différents types de cellules dont : les cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les cellules 

progénitrices dérivées de l’épicarde (EPDC). Le système des prokinéticines joue donc divers 

rôles dans le cœur. Plus particulièrement, il a été mis en évidence une balance entre l’action 

de la voie de signalisation associée au récepteur PKR1 et celle du récepteur PKR2 : 

 

 Homéostasie des cellules endothéliales cardiaques : PKR1 versus PKR2 

Le traitement par la PK2 des cellules endothéliales cardiaques induit, via PKR1, la formation 

de structures en forme de tube apparentées aux vaisseaux sanguins sans pour autant induire 

l’expression du VEGF (Urayama et al., 2007). De plus dans ces mêmes cellules, le récepteur 

PKR1 est couplé aux protéines Gα11. Son activation permet ainsi la stimulation de la voie de 

signalisation MAPK/Akt qui initie la prolifération, la migration et l’angiogenèse des cellules 

endothéliales (Guilini et al., 2010).  

A contrario, la surexpression du gène Pkr2 spécifiquement au niveau des cardiomyocytes 

provoque de façon paracrine un changement de la structure des cellules endothéliales et une 

désorganisation des jonctions cellulaires de type zona occludens-1 (ZO-1), impliquant une 

augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales (fenestration) (Urayama et al., 

2009). Par ailleurs, la surexpression du gène Pkr2 dans les cellules endothéliales, induit quant 

à elle la fenestration des cellules via un couplage de PKR2 aux protéines Gα12  liés aux 

jonctions cellulaires ZO-1 (Guilini et al., 2010). 

 

 

 Néo-vascularisation et rôle cardio-protecteur : PKR1 versus PKR2 
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La voie PK2/PKR1 protège les cardiomyocytes des effets de l’hypoxie par l’activation de la 

voie de signalisation Akt. Un transfert du gène Pkr1 réduit la mortalité et maintient la 

fonction du ventricule gauche en stimulant la néo-vascularisation et la survie des 

cardiomyocytes. De plus, chez les patients insuffisants cardiaques, le niveau d’expression des 

gènes et protéines de PK2 et PKR1 est considérablement diminué (Urayama et al., 2007). 

Dans le même sens, la surexpression du gène Pkr1, spécifiquement au niveau des 

cardiomyocytes,  provoque une induction de la néo-vascularisation. Ce processus est activé 

via une régulation positive de la PK2 qui agit de façon paracrine sur les EPDC pour induire 

leur prolifération et leur différenciation en CML et cellules endothéliales (Urayama et al., 

2008).  

A l’inverse, la voie de signalisation du récepteur PKR2 a des effets délétères sur la fonction 

cardiaque. En effet, la surexpression de Pkr2, spécifiquement au niveau des cardiomyocytes, 

entraine des phénomènes hypertrophiques révélés par l’augmentation de la taille des 

cardiomyocytes, la surexpression des gènes impliqués dans l’hypertrophie et l’augmentation 

des dimensions des chambres cardiaques durant les phases de systole et de diastole (Urayama 

et al., 2009).  

 

 Accident vasculaire cérébrale 

Un tout autre rôle des prokinéticines, notamment de la PK2, a été découvert dans l’ischémie 

induite par les accidents vasculaires cérébraux (AVC). En effet, dans un modèle animal 

d’AVC, l’expression de la PK2 est induite dans les zones du cortex atteintes d’ischémie. Par 

ailleurs, l’injection centrale de la PK2 aggrave la taille de la zone ischémique alors qu’un 

antagoniste du récepteur de la PK2 provoque une réduction de cette zone et une diminution de 

l’inflammation engendrée par l’AVC. Cette étude révèle ainsi un rôle délétère de la PK2 dans 

la propagation de l’ischémie induite par les AVC (Cheng et al., 2012).      

 

5. Rôle des prokinéticines dans la pathogenèse de certaines maladies chez 

l’homme 

 

Le syndrome de Kallman est l’une des pathologies dans laquelle la voie de signalisation des 

prokinéticines est affectée. Il s’agit d’une maladie se décrivant par un trouble de l’odorat du à 
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un défaut de développement du bulbe olfactif et un hypogonadisme. Des mutations des gènes 

de la Pk2 et de Pkr2 ont récemment été identifiées comme susceptibles d’intervenir dans ce 

syndrome (Abreu et al., 2008; Canto et al., 2009; Cole et al., 2008; Dode et al., 2006; Leroy et 

al., 2008; Pitteloud et al., 2007; Sarfati et al., 2010).  

Dans la maladie de Hirschsprung, la régulation négative du GDNF/Ret, responsable du 

développement de la pathologique, pourrait être compensée par la PK2 (Ngan et al., 2008).  

 

Les prokinéticines sont des facteurs impliqués dans des processus cellulaires incluant la 

prolifération, la migration et la différenciation de divers types cellulaires. Entre autres, il a été 

montré leur implication dans les phénomènes cellulaires propres aux EPDC, cellules 

progénitrices essentielles au développement cardiaque. Ainsi, nous décrirons par la suite,  les 

phénomènes clés de l’embryogenèse cardiaque impliquant les EPDC et le développement du 

myocarde et des vaisseaux coronaires. 
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Tableau 1. Voie de signalisation des prokinéticines : fonctions biologiques et pathologies 

associées 

 

Système Fonctions biologiques Pathologies associées Référence 

Tractus gastro-

intestinal 

Contraction des CML   Li et al. 2001, Goi et al. 2004, Ngan 

et al. 2008 
Développement du système 

nerveux entérique 

Maladie de 

Hirschprung 

Angiogenèse Cancer colorectaux 

Ovaire Angiogenèse 
Syndrome ovarien 

polycistique   

Testicule Angiogenèse Cancer des testicules Wechselberger et al. 1999, Lecouter 

et al.2003, Samsom et al. 2004 

Prostate Angiogenèse Cancer de la prostate Nagano et al. 2007, Pasquali et al. 

2006 

Endomètre Angiogenèse   Battersby et al. 2004, Ngan et al. 

2006 

Placenta 
Différenciation 

 des trophoblastes 
  

Hoffmann et al. 2006 

Glandes surrénales Angiogenèse Neuroblastome Ngan et al. 2007, 2008 

Bulbe olfactif Morphogenèse du bulbe olfactif 
Syndrome de 

Kallman 
 Abreu et al. 2008, Canto et al., 

2009, Cole et al., 2008, Dode et al., 

2006, Leroy et al., 2008, Pitteloud et 

al., 2007; Sarfati et al., 2010 

Cellules souches 

hématopoïétiques 
Réponse immunitaire 

Angiogenèse 

tumorale 

Shojaei et al. 2007, 2008, Kisliouk et 

al. 2007, Lecouter et al. 2004, 

Monnier et al. 2008, Dorsch et al. 

2005 

Ganglions de la racine 

dorsale 
Nociception Hyperalgésie Negri et al. 2002,2006, Giannini et 

al. 2009 

Cœur 

 

Cerveau 

Survie des cardiomyocytes Défaillance cardiaque 

 

Accident vasculaire 

cérébral 

Urayama et al. 2007, 2008, 2009 

Guilini et al. 2010 

 

Cheng et al. 2012 

Angiogenèse 

 

 

Système nerveux 

central 
Cycle circadien Troubles de l'humeur 

Chen et al. 2005, Masumoto et al. 

2006, Prosser et al. 2007, Hu et al. 

2007, Li et al. 2006, Ingves et al. 

2010, Kishi et al. 2009, Gardinier et 

al. 2010, Koyaman et al. 2006, Ng et 

al. 2005, Puverel et al. 2009 
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IV. Les cellules progénitrices de l’épicarde : Origine, organisation et fonction 

A. Origine de l’épicarde : du proépicarde vers l’épicarde 

1. Les premiers stades de l’embryogenèse cardiaque  

 

Le cœur est le premier organe à se former durant les premiers stades de l’embryogenèse. Son 

développement comprend la succession de phases complexes mettant en jeu des types 

cellulaires variés. La première, chez l’embryon de souris, commence au jpc 7.5 et concerne la 

migration au niveau de la ligne primitive de cardiomyocytes à partir du mésoderme 

splanchnopleurale qui se déplacent de façon antérolatérale pour donner naissance à deux 

régions cardiogéniques bilatérales. Des cellules endothéliales, sous-jacentes à ces plaques 

cardiogéniques se différencient pour former les tubes endocardiques gauches et droits. Au jpc 

8.0 ces tubes fusionnent pour donner naissance au tube cardiaque (DeRuiter et al., 1992; 

Kaufman and Navaratnam, 1981). Celui-ci est constitué d’une couche de cellules 

myocardiques et d’une couche de cellules endocardiques  qui sont séparées par une matrice 

acellulaire appelée « gelée cardiaque » (Dehaan, 1964; Kaufman and Navaratnam, 1981). 

Entre le jpc  8.5 et le jpc  10.5, le tube cardiaque subit une courbure vers la droite et se 

compose ainsi de trois régions distinctes, incluant le bulbe aortique, le ventricule gauche 

primitif, l’atrium primitif (Cf. figure 11) (Challice and Viragh, 1974). Par la suite une partie 

des cellules endocardiques du canal atrio-ventriculaire et du bulbe aortique subissent une 

transformation épithéliale-mésenchymateuse. Cette dernière implique le détachement des 

cellules endocardiques et  s’accompagne par un changement de la structure du cytosquelette, 

la dégradation de la lame basale et la migration des cellules mésenchymateuses dérivées de 

l’endocarde au niveau de la gelée cardiaque. Ce processus permet la formation d’une couche 

mésenchymateuse (Icardo, 1989; Markwald RR, 1965).  

Après ces événements cellulaires, le tube cardiaque est constitué de trois couches,  l’une 

regroupant les cardiomyocytes, l’autre l’épithélium endocardique et la dernière correspondant 

au mésenchyme sous-endocardique (jpc  9.25). A ce stade de l’embryogenèse cardiaque, une 

nouvelle source de cellules extracardiaques peuple la surface du cœur pour former une couche 

de cellules épithéliales dite épicarde (Viragh and Challice, 1981).
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2. Des ébauches pro-épicardiques à la formation de l’épicarde 

a. Formation du proépicarde  

 

L’épicarde est la couche tissulaire recouvrant le cœur et a comme origine une source 

cellulaire extracardiaque : le proépicarde. Il a longtemps été pensé que l’épicarde, appelé 

autrefois « épimyocarde », n’avait comme unique fonction que la protection du cœur et 

comme unique origine le myocarde. Kurkiewicz, en 1909, est le premier à avoir émis 

l’hypothèse que l’épicarde ne provenait pas du myocarde mais possédait une origine 

extracardiaque qui correspondait à une source cellulaire de la région du sinus veineux qui 

après migration donnait lieu a la formation de l’épicarde chez l’oiseau.  

Toujours chez l’oiseau, en 1969 Manasek, par le biais d’une étude plus détaillée, confirme 

l’hypothèse émise par son prédécesseur Kurkiewicz (Manasek, 1969). Par la suite, grâce à 

l’utilisation du microscope électronique, Ho et Shimada, décrivent l’épicarde, chez l’oiseau, 

comme dérivant  d’une source de cellules mésothéliales du sinus veineux (Ho and Shimada, 

1978).   

Chez la souris, il faut attendre 1973 pour qu’une première étude démontre également une 

origine extracardiaque de l’épicarde, plus précisément une source de cellules de la 

somatopleure du septum transversum (Viragh and Challice, 1973).
  

 

Ainsi, le proépicarde est retrouvé à la surface du septum transversum chez les mammifères et 

est décrit comme une protusion multicellulaire. Les ébauches du proépicarde commencent à 

se former au jpc 8.5 au niveau de la partie gauche et droite du sinus veineux. Les deux 

Figure 11. Formation et plicature du tube cardiaque (Fishman and Chien, 1997) 
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ébauches pro-épicardiques sont alors constituées de cellules mésothéliales présentant une 

structure en forme de « doigts » au niveau de leurs pôles apicaux. Entre le jpc 8.5 et le jpc 9.5, 

les ébauches pro-épicardiques se développent et migrent au niveau de la ligne médiane de 

l’embryon pour ne former qu’une seule structure pro-épicardique. Au jpc 9.5, le proépicarde, 

possédant un aspect en forme de vésicule, est totalement formé et retrouvé au niveau de la 

surface péricardique du septum transversum. Entre les jpc 9.5 et 10.5, les agrégats cellulaires 

du proépicarde sont libérés sous forme de vésicules et migrent au niveau de la surface du 

myocarde pour donner naissance à l’épicarde (Schulte et al., 2007)
 
(Cf. figure 12). A noter 

que le proépicarde, à son stade de développement précoce, n’exprime pas les marqueurs des 

cellules endothéliales différenciées ou de leurs précurseurs, ou encore les marqueurs des 

fibroblastes et CML (Ratajska, Czarnowska, and Ciszek, 2008). 

 

Figure 12. Proépicarde : localisation et migration au niveau de la surface cardiaque 

(Mercader, 2009)  

 

b. Marqueurs génétiques du proépicarde 

 

Nous décrirons ci-après neuf facteurs ayant un rôle régulateur dans la formation du 

proépicarde :  

 

 WT1 et TBX18 

Dès le jpc  9.5, lors de la fusion des deux ébauches bilatérales, les facteurs de transcription de 

la tumeur de Wilm-1 (WT1 ou Wilm’s Tumor-1) et T-box 18 (TBX18) sont exprimés. Ils sont 

présents non seulement tout le long du développement du proépicarde mais également  

pendant et après la formation de l’épicarde (Schulte et al., 2007; Zeng et al., 2011).  

 

 BMP-2 et BMP-4 

La protéine Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) est un autre facteur de transcription 

retrouvé au niveau du sinus veineux au jpc 8.5 tandis que le BMP-4 est lui détecté, plus 
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faiblement, au niveau des deux ébauches pro-épicardiques. Lors de la formation du 

proépicarde mature, entre les jpc  9.0 et 9.5, les deux facteurs BMP-2 et BMP-4  sont localisés 

au niveau de la paroi ventrale du sinus veineux avoisinant les vésicules du proépicarde 

(Schulte et al., 2007). Chez l’embryon de poulet, 0l’inhibition des voies de signalisation, 

régies par le BMP-2 et le BMP-4, provoque une altération de la formation des protusions du 

proépicarde et de l’attachement des cellules proépicardiques à la surface du cœur (Ishii et al., 

2010).  

 

 NKX2.5 et ISL1 

Les facteurs de transcription  NKX2.5 et ISL1 ne sont pas exprimés par le proépicarde mais 

jouent un rôle dans son développement. Ainsi, afin de suivre l’expression des facteurs 

NKX2.5 ou ISL1, au cours du développement du cœur, des souris qui expriment la 

recombinase Cre sous le contrôle du promoteur Nkx2.5 ou Isl1 ont été croisées avec des souris 

R26R (qui contiennent un gène LacZ modifié ne pouvant générer une protéine β-

Galactosidase active qu'après action de la recombinase Cre). Il ressort de cette étude que les 

cellules du proépicarde sont marquées par la β-galactosidase démontrant que les précurseurs 

NKX2.5
+
 et ISL1

+
 contribuent au développement du proépicarde. La délétion du gène Nkx2.5 

entraine un défaut de croissance du proépicarde et une réduction de l’expression de Wt1. Elle 

conduit ainsi à l’apparition d’anomalies cardiaques mettant en évidence que le gène Nkx2.5  

est nécessaire au développement du proépicarde (Zhou et al., 2008b).  

 

 GATA-5 et GATA4 

Le facteur de transcription GATA-5 est retrouvé au jpc  9.5 au niveau du septum transversum 

et des dérivés du proépicarde (MacNeill et al., 2000). Cependant, l’ablation totale du gène 

Gata5 n’entraine pas d’anomalies de développement cardiaque. Cela étant principalement du 

à une compensation de l’expression de Gata5 par une surexpression de Gata4 (Singh et al., 

2010). Au contraire, l’inactivation simultanée des gènes Gata4 en hétérozygote et Gata5 en 

homozygotes conduit à une mort embryonnaire au jpc 12.5 due à un défaut du développement 

cardiaque. La perte des gènes Gata4 et Gata5 en double hétérozygotes est à 30% létale et 

favorise l’apparition d’anomalies structurales cardiaques au jpc 15.5 (Laforest and Nemer, 

2011).  
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 T-box 5 (TBX5) 

La balance d’expression du facteur TBX5 joue un rôle dans la migration des cellules du 

proépicarde vers l’épicarde. En effet, la surexpression du gène Tbx5 dans le proépicarde 

d’embryon de poule au stade 16-18 de Hamburger et Hamilton et son inhibition sur des 

explants de proépicarde provoquent le blocage de l’incorporation des cellules du proépicarde 

au niveau de la surface cardiaque. La régulation négative de TBX5, lors de la migration des 

cellules du proépicarde vers l’épicarde, agit positivement sur l’expression du facteur TBX20, 

jouant également un rôle dans la cardiogenèse (Hatcher et al., 2004; Plageman and Yutzey, 

2004).  

 

c. Développement de l’épicarde 

i. Adhérence et expansion des cellules du proépicarde à la surface du cœur 

 

Nous avons pu voir qu’entre les jpc  9.5 et 10.5, les agrégats cellulaires du proépicarde 

atteignent la surface du myocarde sous forme de vésicules pour permettre la mise en place de 

l’épicarde (Viragh and Challice, 1981). Elles rejoignent par la suite la surface dorsale du cœur 

pour s’attacher et migrer tout le long du cœur en formation par le biais de leur prolifération.  

A la fin du 11
ème

 jour embryonnaire, le cœur est totalement recouvert par l’épicarde (Ratajska, 

Czarnowska, and Ciszek, 2008).
  

Quatre principaux facteurs sont impliqués dans l’adhésion de l’épicarde à la surface du 

myocarde et dans son expansion : le facteur de transcription epicardin (encore appelé TCF21, 

capsuline ou POD-1), WT1, VCAM-1 (Vascular Cells Adhesion Molecule-1) et l’α-4-

intégrine.  

Ainsi, la protéine epicardin est un facteur de transcription de type hélice-boucle-hélice 

exprimé tout au long du développement de l’épicarde. Les facteurs de transcription à motif 

boucle-hélice-boucle sont connus pour leurs implications dans la spécification cellulaire, la 

différenciation et la morphogenèse de différents tissus lors du développement. Il a été 

démontré que le facteur epicardin est exprimé à partir du jpc 9.5 dans la région comportant les 

cellules du proépicarde (Hidai et al., 1998; Lu, Richardson, and Olson, 1998). De plus au jpc 

10.5, les cellules recouvrant la surface cardiaque expriment également le marqueur epicardin 
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(Lu, Richardson, and Olson, 1998). L’inactivation du gène Epicardin chez la souris entraine 

la formation d’anomalies morphologiques de l’épicarde accompagnées de rupture de la 

vascularisation (Braitsch et al., 2012). 

L’ablation du gène Wt1 chez la souris conduit également à des anomalies développementales 

de l’épicarde caractérisées principalement par une réduction des cellules mésenchymateuses 

du sous-épicarde (Moore et al., 1999). 
 
 

VCAM-1 est exprimé dans le myocarde alors que l’α-4-intégrine l’est dans l’épicarde. Ce 

profil d’expression démontre une complémentarité entre les 2 facteurs et leurs rôles dans la 

stabilisation et la migration des cellules du proépicarde au niveau du cœur en formation 

(Yang, Rayburn, and Hynes, 1995). L’ablation du gène Vcam-1 ou de l’α-4-intégrine chez la 

souris conduit à une létalité embryonnaire due au manque de développement de l’épicarde et 

des coronaires (Kwee et al., 1995; Yang, Rayburn, and Hynes, 1995).
 

Une étude 

supplémentaire sur la délétion du gène de l’α-4-intégrine révèle son rôle dans l’attachement, 

l’expansion et le maintien des cellules de l’épicarde (Sengbusch et al., 2002).  

 

ii. Transformation épithéliale-mésenchymateuse des cellules de l’épicarde  

 

Les cellules nouvellement adhérées et formant l’épicarde sont considérées comme des cellules 

de type épithéliales au vu de l’expression du marqueur cytokératine (Vrancken Peeters et al., 

1995). Elles n’expriment pas les marqueurs des cellules endothéliales ou de leurs précurseurs 

(CD34, CD45, PECAM-1 ou Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, récepteurs 1 et 2 

du VEGF) (Ratajska, Czarnowska, and Ciszek, 2008). Un groupe de cellules dérivées de 

l’épicarde migre sous celui-ci pour donner naissance, après transformation épithéliale-

mésenchymateuse (EMT ou Epithélial-Mesenchymal Transition) à des cellules 

mésenchymateuses non différenciées nommées EPDC. Ce phénomène provoque une perte du 

caractère épithélial des cellules de l’épicarde. Les facteurs de transcription SNAIL et SLUG 

régulent l’EMT et le développement des attributs mésenchymateux des cellules de l’épicarde. 

Ils inhibent la molécule d’adhésion intercellulaire, l’E-cadhérine, qui joue un rôle dans le 

maintien du caractère épithélial des cellules de l’épicarde (Thiery and Sleeman, 2006). 

Différents facteurs ont un rôle dans l’EMT subit par les cellules de l’épicarde, dont :  

 

 Le facteur de transcription epicardin 
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L’inactivation du gène Epicardin, chez la souris, cause un défaut de l’EMT caractérisé par 

une régulation négative des gènes Slug et Snail (Acharya et al., 2012). 

 

 La podoplanine 

La podoplanine est une glycoprotéine exprimée dans les cellules épithéliales et mésothéliales 

incluant les cellules délimitant la cavité péricardique (Gittenberger-de Groot et al., 2007; 

Wetterwald et al., 1996). L’inactivation du gène Podoplanine chez la souris cause un défaut 

de développement cardiaque du à des anomalies de l’expansion de l’épicarde et de l’EMT via 

une surexpression de l’E-cadhérine (Mahtab et al., 2008). 

 

 WT1 

L’expression de WT1 n’est décelée qu’au niveau de l’épicarde (Moore et al., 1999; Zhou et 

al., 2008a) et les cellules WT1
+ 

subissent l’EMT pour donner naissance aux cellules 

mésenchymateuses qui envahissent le myocarde (Zhou et al., 2008a; Zhou et al., 2010). La 

délétion du gène Wt1 conduit  à  une altération du développement cardiaque par une perte de 

l’EMT des cellules de l’épicarde (Ijpenberg et al., 2007; Martinez-Estrada et al., 2010; Moore 

et al., 1999).  

Deux études indépendantes ont dévoilé un rôle différent de WT1 dans l’EMT : l’équipe de 

Martinez-Estrada démontre que la délétion du gène Wt1 conduit à une surexpression du gène 

de l’E-cadhérine et à une inhibition de l’EMT épicardique par la régulation négative des 

gènes Slug et Snail (Martinez-Estrada et al., 2010). L’équipe de Von Gise révèle que la 

délétion du gène Wt1 n’entraine aucun changement sur l’expression de  l’E-cadhérine  mais 

conduit à la baisse de l’expression de Slug et Snail (von Gise et al., 2011). Ces deux études 

sont différentes par le modèle expérimental employé : l’équipe de Martinez-Estrada, utilise 

une lignée cellulaire épicardique isolée de cœurs de souris au jpc 11.5 ; l’équipe de Von Gise 

utilise des cellules épicardiques isolées au jpc 13.5. Il est aisé de penser que l’EMT est un 

phénomène complexe pouvant être régulé par diverses voies de signalisation et de façon 

temporelle. En effet, il a été démontré que l’expression du marqueur epicardin est confinée à 

l’épicarde jusqu’au jpc 12.5 et c’est à partir du jpc 13.5 que son expression est retrouvée au 

niveau du myocarde (Acharya et al., 2012).  Ainsi, juste avant l’invasion du myocarde par les 

EPDC au jpc 11.5, l’équipe de Martinez-Estrada démontre la régulation de l’EMT par la voie 
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WT1/E-cadhérine/SLUG/SNAIL. Il est possible que cette voie de signalisation soit impliquée 

dans l’initiation de l’EMT. Par la suite au moment où les EPDC envahissent le myocarde, au 

jpc 13.5, l’équipe de Von Gise met en avant le rôle des voies WT1/β-caténine et WT1/ acide 

rétinoïque dans ce processus.  

 

 

 La β-caténine et son contrôle par WT1 

La β-caténine est un facteur essentiel à l’EMT (Thiery and Sleeman, 2006). La délétion du 

gène β-caténine spécifiquement au niveau de l’épicarde induit une altération de la formation 

du sous-épicarde, un défaut de l’EMT des cellules de l’épicarde, la réduction des marqueurs 

mésenchymateux et la l’altération de l’invasion des EPDC au sein du myocarde (Zamora, 

Manner, and Ruiz-Lozano, 2007).  

Concernant le lien WT1/β-caténine, il a été prouvé que la β-caténine est régulée négativement 

chez les souris chez lesquelles le gène Wt1 est inactivée, (Martinez-Estrada et al., 2010). 

Confirmant ces données, une étude récente a mis en avant que WT1 est  régulateur essentiel 

de la voie des β-caténines (von Gise et al., 2011). 

 

 L’acide rétinoïque et son contrôle par WT 

Concernant lien entre la voie de l’acide rétinoïque et WT1, il a été montré chez les souris chez 

lesquelles le gène Wt1 est inactivée, la réduction de l’expression de l’acide rétinoïque sans 

doute en partie responsable du phénotype cardiaque observé chez ces souris mutante (von 

Gise et al., 2011). En effet, cette même étude révèle que le traitement à l’acide rétinoïque des 

mères gestantes portant la mutation nulle du gène Wt1, entre les jpc 10.5 et 13.5, restaure 

partiellement l’EMT des cellules de l’épicarde (von Gise et al., 2011). Une autre étude met 

aussi en évidence que WT1 contrôle de façon spatio-temporel le Rétinaldéhyde 

Déshydrogénase-2 (RALDH2), enzyme impliquée dans la synthèse de l’acide rétinoïque et 

confinée au niveau de l’épicarde (Moss et al., 1998). Elle met en avant également que le 

promoteur du gène Raldh2 possède des sites de liaison correspondant à WT1 démontrant une 

interaction de la protéine WT1 avec le gène Raldh2 (Guadix et al., 2011).  

 

 Les facteurs de croissance 
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Les facteurs de croissance FGF (Fibroblast Growth Factor) et PDGF (Platelet Derived Growth 

Factor) sont également des stimulateurs de l’EMT (Fedorova et al., 2009; Molin et al., 2003; 

Pennisi and Mikawa, 2009). Ainsi, la délétion du gène codant pour Pdgfr au niveau de 

l’épicarde, induit un défaut de l’EMT des cellules de l’épicarde via la réduction de 

l’expression des gènes mésenchymateux et la surexpression des gènes maintenant le caractère 

épithélial (Smith et al., 2011). De la même manière, la perte du gène codant pour le récepteur 

TgfβI (Trasforming Growth Factor β1)/Alk5, au niveau de l’épicarde, induit un défaut 

d’attachement de l’épicarde à la surface du myocarde au jpc 12. Ce phénomène est expliqué 

par l’augmentation de l’expression membranaire de la jonction cellulaire ZO-1, dont la 

translocation dans le cytoplasme est caractéristique de l’EMT (Polette et al., 2007) 

(Sridurongrit et al., 2008). A l’inverse, une étude a également révélé le rôle inhibiteur du 

TGF-β sur l’EMT des cellules de l’épicarde, en démontrant que le TGF-β3, synthétisé par le 

myocarde, agit pour inhiber l’EMT des cellules épicardiques et les contenir au niveau de 

l’épicarde (Morabito et al., 2001).  

 

 Les érythropoïétines 

Les érythropoïétines, hormone glycoprotéique, sont exprimées uniquement au niveau de 

l’épicarde et de l’endocarde. L’inactivation du gène Erythropoïétine, chez la souris, provoque 

un défaut de développement de l’épicarde, l’altération de la formation des vaisseaux 

coronaires et l’amincissement considérable des parois ventriculaires du myocarde (Wu et al., 

1999b). 

 Neurofibromine-1  

Il a été récemment démontré l’implication du facteur de la neurofibromine-1 (NF1)  dans le 

développement de l’épicarde. Il est à noter que la protéine NF1 joue un rôle dans la 

cardiogenèse puisque son inactivation chez la souris induit l’altération de la formation des 

parois ventriculaires (Brannan et al., 1994) alors que sa surexpression au niveau des 

cardiomyocytes provoque le développement d’une hypertrophie pathologique suivie d’une 

défaillance cardiaque (Xu et al., 2009). La délétion du gène Nf1 chez la souris, spécifiquement 

au niveau de l’épicarde, conduit à l’induction précoce de l’EMT des cellules épicardiques. Ce 

phénomène est expliqué par une augmentation de l’expression des gènes mésenchymateux, 

une réduction des gènes épithéliaux et une réduction des jonctions cellulaires. La protéine 



72 

 

NF1 semble également régulé négativement l’EMT en inhibant l’activation de la voie de 

signalisation PDFGRα/ERK qui est essentiel à ce processus (Baek and Tallquist, 2012).   

 

 Les microRNA (miRNA) 

Les miRNA sont des courtes séquences d’ARN double brin synthétisées par l’endonucléase 

Dicer (Bernstein et al., 2003) et dont l’importance a été montrée dans la cardiogenèse. Ainsi, 

l’inactivation de Dicer, spécifiquement au niveau des progéniteurs cardiaques, par l’utilisation 

de la recombinase Cre liée au promoteur Nkx2.5, provoque des anomalies cardiaques 

caractérisées par une altération du développement de la paroi ventriculaire et par une 

hémorragie du péricarde (Zhao et al., 2007). L’inactivation de Dicer, au niveau de l’épicarde, 

provoque une altération de l’EMT des cellules de l’épicarde caractérisée par le maintien de 

l’expression membranaire de la jonction cellulaire ZO-1, par une réduction de l’expression de 

Snail et une augmentation de l’expression de l’E-cadhérine (Singh et al., 2011).  

 

iii. Migration des EPDC au sein du myocarde 

 

Au cours de la formation de l’épicarde, les EPDC ayant subi une EMT migrent à travers le 

sous-épicarde pour envahir le myocarde. Cette invasion du myocarde par les EPDC est une 

étape clé permettant le bon déroulement de la cardiogenèse. Les phénomènes migratoires des 

EPDC, au sein du myocarde, ont récemment été décrits par le biais du marquage des cellules 

WT1
+
, TBX18

+
 et epicardin

+
 composants l’épicarde, à l’aide des croisements utilisant les 

souris R26R. 

Ainsi, une première étude démontre que les cellules WT1
+
 sont confinées à l’épicarde 

jusqu’au jpc 12.5, moment où elles commencent à être présentes au niveau du septum inter-

ventriculaire, du ventricule gauche et droit. Les cellules WT1
+
 sont retrouvées, au jpc 12.5, au 

niveau de la zone compacte du myocarde et au jpc 13 et 14 au niveau des zones compactes et 

intermédiaires du myocarde. A partir du jpc 17, ces cellules commencent à peupler la zone 

trabéculaire du myocarde (Moore et al., 1999; Zeng et al., 2011) (Wessels et al., 2012). 

Les cellules TBX18
+
 sont présentes au niveau de l’épicarde à partir du jpc 10.5 et sont 

retrouvées dans le septum inter-ventriculaire et le ventricule gauche à partir du jpc 11.5 mais 

également dans le ventricule droit à partir du jpc 14.5  (Zeng et al., 2011). 
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Concernant les cellules epicardin
+
, elles sont retrouvées dans l’épicarde jusqu’au jpc 12.5 puis 

dans le myocarde à partir du jpc 13.5 (Acharya et al., 2012). 

Divers facteurs jouent un rôle dans les phénomènes migratoires des EPDC au sein du 

myocarde, dont : 

 

 Le facteur epicardin : 

L’inactivation du gène Epicardin chez la souris provoque une perte des capacités de migration 

des cellules de l’épicarde dans le myocarde (Acharya et al., 2012). 

 

 Le facteur NFATC1 ( Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1) 

L’expression du facteur NFACT1 est cytoplasmique au niveau du proépicarde et des EPDC 

alors qu’elle est confinée au niveau du noyau chez les cellules épithéliales formant l’épicarde. 

Cette différence de localisation de l’expression du facteur NFATC1 démontre principalement 

qu’il est actif au niveau des cellules du proépicarde et des EPDC qui acquièrent des capacités 

migratoires. La perte du gène Nfatc1 au niveau de l’épicarde provoque une létalité 

embryonnaire entre les jpc 17.5 et 18.5 liée à une réduction de l’entrée des EPDC dans le 

myocarde. Il semblerait que le contrôle de ce processus, par le facteur NFATC1, se fasse par 

le biais de l’activation de la voie de signalisation dépendante de la calcineurine permettant la 

dégradation de la MEC (Combs et al., 2011). 

 

 Les  facteurs de croissance 

La voie de signalisation FGFR1/p44/42 MAPK/STAT1 est nécessaire à l’invasion des EPDC 

dans le myocarde. Pour le démontrer, une équipe a utilisé des explants cardiaques de caille 

traités par un ADN codant pour le récepteur Fgfr1 actif lié à une séquence LacZ ou par un 

ADN comportant la séquence LacZ seule. Ainsi, pour les explants cardiaques contrôles, 

l’étude démontre la présence de cellules β-galactosidase
+
 en forte proportion au niveau de 

l’épicarde et du sous-épicarde alors qu’elles sont en faible proportion dans le myocarde. A 

contrario, lorsque les cellules sont traitées par un vecteur comportant le récepteur Fgfr1 actif, 

le pourcentage de cellules β-galactosidase
+
 présentes dans le myocarde augmente (Pennisi and 

Mikawa, 2009). 
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La voie de signalisation PDGFRβ/PI3K est également nécessaire pour la migration des EPDC 

au sein du myocarde (Mellgren et al., 2008). Une récente étude démontre que l’inactivation 

spatio-temporelle du récepteur Pdgfr, au niveau de l’épicarde et au jpc 12.5, induit une 

altération de la migration des EPDC dans le sous-épicarde (Smith et al., 2011). 

Le facteur TGFβ est exprimé dans l’épicarde et le myocarde durant la cardiogenèse (Molin et 

al., 2003; Olivey et al., 2006). L’inactivation de son récepteur Tgfβr3, chez la souris, conduit 

à la mort des embryons au jpc 14.5, au moment où la vascularisation cardiaque est essentielle 

à la croissance embryonnaire (Compton et al., 2007). 

 

Une fois présentes dans le sous-épicarde ou dans le myocarde, les EPDC subissent, sous 

l’effet de divers signaux cellulaires, des différenciations en fibroblastes, CML, cellules 

endothéliales ou cardiomyocytes. Quelle est donc la contribution des EPDC à la formation des 

coronaires ainsi qu’à l’architecture du myocarde ?  

 

B. Rôle des EPDC dans l’embryogenèse cardiaque 

1. Formation des vaisseaux coronaires  

a. Contrôle de la vasculogenèse et de l’artériogenèse cardiaque par l’épicarde  

 

La vasculogenèse est le terme employé pour décrire la formation des premiers vaisseaux 

sanguins, dit îlots sanguins, à partir de précurseurs de cellules endothéliales. Dans le cœur, 

elle commence par la formation de structures primitives qui correspondent à des agrégats de 

cellules endothéliales et d’érythrocytes ne présentant pas de connexion avec la circulation 

systémique (Hirakow, 1983; Ratajska and Fiejka, 1999; Rongish et al., 1994). 

Chez l’oiseau, au stade 23 de Hamburger et Hamilton, les îlots sanguins sont majoritairement 

situés dans le sous-épicarde (Hiruma and Hirakow, 1989). De plus, le développement de la 

vascularisation coronarienne coïncide spatialement et temporellement avec le développement 

de l’épicarde (Viragh et al., 1993; Vrancken Peeters et al., 1997). Ainsi, la contribution que 

peut avoir les EPDC pour le développement des CML coronariennes et des fibroblastes est 

généralement acceptée. A contrario, l’origine des cellules endothéliales coronarienne (CEC) 

est controversée. 
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Dès lors, l’implication du  proépicarde/épicarde dans l’initiation de la vasculogenèse 

cardiaque a été maintes fois démontrée. Ainsi, en 2006, l’équipe de Tomanek constate que les 

cellules dérivées du proépicarde donnent effectivement naissances aux îlots sanguins observés 

dans le sous-épicarde, confirmant ainsi le rôle des EPDC dans l’induction de la vasculogenèse 

cardiaque (Tomanek et al., 2006). De plus, plusieurs autres études ont avancé le fait que les 

EPDC seraient capables de se différencier en cellules endothéliales (Manner, 1999; Munoz-

Chapuli et al., 2002; Perez-Pomares et al., 2002a). Ajoutons que le double marquage des 

EPDC à l’aide d’anticorps anti-QH1 (marqueur de cellules endothéliales) et anti-cytokératine, 

met en évidence que ces deux derniers sont exprimés par les précurseurs des CEC. Cette 

théorie a été confirmée dans plusieurs espèces animales. En effet, chez la roussette, la totalité 

des cellules du sous-épicarde provient de l’épicarde et les bourgeons vasculaires se 

développent avant la migration des angioblastes de source extracardiaque (Ramon Muñoz-

Chápuli, 1996).  

Un nouveau concept supportant le rôle des EPDC dans la génération des cellules endothéliales 

a récemment été établi. En effet, il semblerait que le proépicarde soit formé de structures 

distinctes caractérisées par l’expression de marqueurs spécifiques : les marqueurs Scleraxis 

(SCX) et Semaphorine 3D (SEMA3D) qui ne sont pas retrouvés dans les cellules du 

proépicarde exprimant les marqueurs  TBX18 et WT1. Néanmoins, une partie des cellules 

TBX18
+
 et WT1

+
 expriment les marqueurs SCX et SEMA3D. Les cellules SCX

+
 et 

SEMA3D
+ 

sont retrouvés dans le proépicarde à partir  du jpc 9.0 et dans l’épicarde et le sous-

épicarde au jpc 11.5. Elles contribuent au développement des CEC (Katz et al., 2012).   

Enfin des modèles génétiques ont également mis en évidence le rôle des EPDC dans la 

vasculogenèse cardiaque : 

 L’inactivation des gènes Vcam-1, l’α-4-intégrine, Wt1 et de l’Erythropoïétine 

provoque une altération du développement du réseau coronarien (Kwee et al., 1995; 

Moore et al., 1999; Wu et al., 1999b; Yang, Rayburn, and Hynes, 1995). 

 L’inactivation des récepteurs Fgfr1 et Fgfr2 spécifiquement dans le myocarde 

provoque une malformation des vaisseaux coronariens (Lavine et al., 2006). Il est 

important de noter que les membres du FGF-1,2,4,9,6,20 sont exprimés 

essentiellement dans l’épicarde (Lavine et al., 2005; Morabito et al., 2001; Pennisi, 

Ballard, and Mikawa, 2003; Pennisi and Mikawa, 2005; Sugi et al., 2003). 

 L’inactivation du récepteur Pdgfrβ induit un défaut de développement des plexus 

coronariens au jpc 14.5 qui sera compensé au jpc 17.5 (Mellgren et al., 2008). 
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 La perte du gène Raldh2, confiné au niveau de l’épicarde, induit des anomalies du 

réseau coronaire caractérisées par une réduction des marqueurs de cellules 

endothéliales dérivées des veines coronaires et des hémangioblastes/progéniteurs 

cardiaques Sca1
+
 (Lin et al., 2010). 

 La délétion de la voie du RXRα (Retinoid X Receptor-α) dans les cellules dérivées de 

l’épicarde, cause une altération de l’attachement de l’épicarde à la surface du 

myocarde, un défaut de développement du sous-épicarde, et une atteinte des artères 

coronaires se caractérisant par une perte des branchements des coronaires (Merki et 

al., 2005). 

 La suppression de la voie de signalisation NOTCH au niveau de l’épicarde provoque 

une réduction des plexus vasculaires coronariens au jpc 13.5 (del Monte et al., 2011).  

 

D’autres hypothèses concernant l’origine des CEC ont également étaient émises. Ainsi, l’une 

d’elle supporte le fait que les CEC dériveraient d’angioblastes provenant du septum 

transversum, zone mésenchymateuse au sein de laquelle se développe le foie. Ainsi, une 

équipe a voulu mettre en évidence que les CEC proviennent de cette structure en utilisant des 

greffes croisées caille/poulet. En conséquence, des pièces d’ébauches dérivant de l’épicarde 

ou du foie ont été transplantées dans la cavité du péricarde de poulet. Cette étude confirme 

que la formation des îlots sanguins débute après le développement de l’épicarde. Cependant, 

elle réfute l’implication totale de l’épicarde dans le développement de l’endothélium 

coronarien puisque les chimères comprenant les transplants de l’épicarde ne donnent pas lieu 

à la formation de cellules endothéliales alors que les greffes hépatiques le permettent. Dès 

lors, cette étude montre le rôle que joue le septum transversum de l’embryon dans la 

vasculogenèse coronarienne (Poelmann et al., 1993).  

Une autre hypothèse soutient que les CEC trouveraient leur origine dans le pôle veineux 

cardiaque. Ce dernier est actuellement considéré comme donnant naissance aux veines 

coronaires. L’étude soutenant cette hypothèse affirme que les cellules veineuses formées 

subiraient des dédifférenciations en CEC ou CML composant les artères et capillaires 

coronariens. Cette même étude utilise un marqueur de cellules endothéliales, la cadhérine de 

l’endothélium vasculaire (VE-cadhérine), pour tracer le devenir des cellules endothéliales 

provenant du pôle veineux (Red-Horse et al., 2010). Cependant, il s’agit là d’un marqueur 

commun aux cellules endothéliales et cette étude ne permet pas d’affirmer que les CEC 
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proviendraient majoritairement des dédifférenciations des cellules endothéliales du pôle 

veineux.  

 

Somme toute, les îlots sanguins du sous-épicarde sont les précurseurs des vaisseaux 

coronariens. Après leur formation, le réseau sanguin s’étend par le processus d’angiogenèse. 

Il s’agit de la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir des vaisseaux préexistants. 

Les îlots sanguins subissent donc un allongement  pour atteindre les sinus de Valsalva 

(dilatation de la racine de l’artère aortique) et établir une connexion avec la lumière aortique 

(Bogers et al., 1989; Waldo, Willner, and Kirby, 1990). A partir de là, les plexus vasculaires 

bourgeonnent pour permettre la vascularisation de la totalité du cœur. Le ventricule gauche 

est le premier à être envahi par les vaisseaux sanguins, puis le ventricule droit et l’apex qui est 

la dernière partie du cœur à être vascularisée (Kattan, Dettman, and Bristow, 2004; Rychter et 

al., 1975; Vrancken Peeters et al., 1997).  

La maturation et le remodelage des artères coronaires sont appelés artériogenèse. Cette 

dernière permet l’insertion des CML au niveau des artères coronaires. Les EPDC sont la 

principale source de CML. Ainsi, les premières études ayant montré l’implication de 

l’épicarde et des EPDC dans le développement des artères coronaires furent menées dans les 

années 1990, grâce aux marquages du proépicarde à l’aide d’un traceur rétroviral. Ces études 

ont mis en évidence le fait que les CML et CEC formant les artères coronaires ainsi que les 

fibroblastes périvasculaires, étaient marquées et provenaient dès lors du proépicarde (Mikawa 

and Fischman, 1992; Mikawa and Gourdie, 1996). L’équipe de Dettman, en 1998, confirme 

ces résultats en injectant des cellules de l’épicarde marquées au niveau de cœurs, lors de 

l’embryogenèse, au moment où les cellules du proépicarde s’attachent à la surface cardiaque. 

Il ressort ainsi de cette expérience que les cellules marquées s’intègrent à l’épicarde et 

contribuent au développement des artères coronaires par le biais de leurs différenciations en 

CML, péricytes et fibroblastes périvasculaires (Dettman et al., 1998).  

De plus, divers modèles génétiques ont également démontré le rôle des EPDC dans 

l’artériogenèse cardiaque (Compton et al., 2007; del Monte et al., 2011; Lavine et al., 2006; 

Mellgren et al., 2008; Merki et al., 2005; Pennisi and Mikawa, 2009; Singh et al., 2011; 

Sridurongrit et al., 2008). Plus particulièrement, la délétion de  Dicer et de la β-caténine, chez 

la souris spécifiquement au niveau de l’épicarde, conduit, respectivement, à la mort 

embryonnaire périnatale et au jpc 15.5. Ces souris  mutantes développent un plexus vasculaire 

coronarien normal. Cependant les EPDC sont incapables de se différencier en CML, 
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provoquant un défaut de recrutement des CML au niveau des artères coronaires (Singh et al., 

2011; Zamora, Manner, and Ruiz-Lozano, 2007). Par ailleurs, l’inactivation du récepteur 

Pdgfβ, spécifiquement au niveau de l’épicarde, induit la réduction du nombre de CML 

recouvrant les artères coronaires (Mellgren et al., 2008). Enfin, l’inactivation spécifique du 

récepteur Tgfβ1/Alk5 au niveau de l’épicarde entraine également un défaut de développement 

des CML couvrant les artères coronaires et la formation de coronaires anormaux (Sridurongrit 

et al., 2008). 

 

b. Contrôle de la vasculogenèse et de l’artériogenèse cardiaque par le myocarde  

 

Diverses voies de signalisation sont impliquées dans le contrôle de la vasculogenèse et de 

l’artériogenèse par le myocarde et sont récapitulées dans le tableau 2.  
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Tableau 2.  Voie de signalisation du myocarde ayant un rôle dans la vasculogenèse et 

l’artériogenèse induite par les EPDC 

 

 

Signalisation 

 

 

Expression Modèle d'étude Phénotype Référence 

Hedegehog 
 

Inactivation au 

niveau des 

cardiomyocytes 

(promoteur MHC) 

Réduction du sous-

épicarde et de la densité 

des plexus coronaires 

(Lavine et al., 2008) 

PDGFR α et β Epicarde 

Inactivation du Pdgf 

dans tout l’organisme 

de souris 

Hémorragies cardiaques, 

absence de péricytes et 

des  CML  

(Hellstrom et al., 1999; 

Leveen et al., 1994; 

Lindahl et al., 1997; 

Orr-Urtreger et al., 

1992; Shinbrot, Peters, 

and Williams, 1994; 

Takakura et al., 1997) 

Thymosine-β4 
Myocarde (agit 

dans l'épicarde) 

Inactivation de la β-

caténine niveau des 

cardiomyocytes  

(promoteur Nkx2.5 et 

Mlc) 

Altération du 

développement des 

coronaires principalement 

caractérisée par la 

réduction de l'expression 

du gène αSma 

(Smart et al., 2007) 

Angiopoïétine 

Angiopoïétine 

1 : myocarde Surexpression de 

l’Ang1 au niveau des 

cardiomyocytes  

(promoteur Mlc) 

Anomalie de 

développement de 

l'épicarde et des plexus 

coronaires 

 

Tie2 : 

(récepteur de 

l’angiopoïétine) 

épicarde 

(Suri et al., 1996; Ward 

et al., 2004) 

Prokinéticines 
Epicarde 

Myocarde 

Surexpression de 

Pkr1 au niveau des 

cardiomyocytes 

(Promoteur Mhc) 

Activation de la 

prolifération et de la 

différenciation des EPDC 

en CEC et CML 

(Urayama et al., 2007; 

Urayama et al., 2008) 

GATA4 Myocarde 

Surexpression au 

niveau des 

cardiomyocytes 

(Promoteur Mhc) 

Augmentation du réseau 

capillaire coronarien et la 

contractilité en dépendant 

(Heineke et al., 2007) 

Inhibition au niveau 

des cardiomyocytes 

(Promoteur Mhc) 

Réduction du réseau 

coronarien et 

l'angiogenèse induite par 

l'hypertension 

FOG-2 
 

Inactivation totale du 

gène Fog-2 

Absence du réseau 

vasculaire coronarien 
(Tevosian et al., 2000) 
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2. Rôle de l’épicarde dans l’expansion et l’architecture du myocarde durant 

l’embryogenèse 

 

De nombreuses études ont également démontré le rôle que joue l’épicarde dans la formation 

du myocarde. Chez l’oiseau et les mammifères, les premiers stades de développement du 

myocarde coïncident avec les étapes d’invasion du myocarde par les EPDC (Moore et al., 

1999; Vrancken Peeters et al., 1999).  

Ainsi, l’ablation chirurgicale du proépicarde cause irrémédiablement des malformations 

cardiaques incluant la tétralogie de Fallot et l’absence de la zone membraneuse du septum 

inter-ventriculaire (Manner, Schlueter, and Brand, 2005).  

D’autres études portant sur la délétion de gènes, montrent également le rôle de l’épicarde dans 

la morphogenèse du myocarde (Combs et al., 2011; del Monte et al., 2011; Lin et al., 2010; 

Mahtab et al., 2008; Merki et al., 2005; Singh et al., 2011; Tevosian et al., 2000; Watt et al., 

2004; Yang, Rayburn, and Hynes, 1995). Ainsi, les anomalies cardiaques observées  lors de 

l’inactivation du gène Wt1 sont principalement dues à une défaillance cardiaque induite par 

une hypoplasie ventriculaire. De façon plus précise, cette mutation cause l’absence de 

développement de la zone compacte du myocarde et l’amincissement de la paroi musculaire. 

En prenant en considération le fait que WT1 soit exprimée essentiellement au niveau de 

l’épicarde, ces données démontrent le rôle crucial des EPDC dans la compaction et le 

développement du myocarde (Kreidberg et al., 1993).  Le marquage des cellules exprimant 

WT1 met également en évidence la contribution des EPDC au développement du myocarde 

(Zhou et al., 2008a). La voie de signalisation de l’acide rétinoïque, via son action paracrine 

sur les EPDC, est pour sa part considérée comme régissant la morphogenèse cardiaque. En 

effet, les souris déficientes en acide rétinoïque, présentent un défaut de développement de la 

zone compact du myocarde (Gruber et al., 1996; Jenkins, Hutson, and Kubalak, 2005; Kastner 

et al., 1994; Merki et al., 2005; Sucov et al., 1994). Des études in vitro, démontrent que le 

traitement des EPDC par l’acide rétinoïque induit la prolifération des cardiomyocytes par 

l’activation des voies de signalisation PI3K et ERK (Chen et al., 2002). La voie de 

signalisation des FGF essentiellement libérée par l’épicarde agit au niveau des récepteurs 

FGFR1 et 2 exprimés dans le myocarde. L’activation de ces récepteurs provoque aussi la 

prolifération des cardiomyocytes (Corda et al., 1997; Lavine et al., 2005; Pennisi, Ballard, and 

Mikawa, 2003).  
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Les fibroblastes interstitiels sont d’autres composants importants dans le développement du 

cœur. Différentes études ont montré la capacité des EPDC à se différencier en fibroblastes 

(Dettman et al., 1998; Gittenberger-de Groot et al., 1998; Lie-Venema et al., 2005; Manner, 

1999). 

Ainsi, la délétion du récepteur Pdgfrα seul ou en combinaison avec celle du récepteur Pdgfrβ, 

au niveau de l’épicarde, conduit à la réduction du nombre de fibroblastes et de l’expression 

des gènes qui leurs sont spécifiques tels que le gène Col1a1. Ces anomalies sont 

accompagnées d’une réduction de la sécrétion de la MEC par les fibroblastes cardiaques 

(Smith et al., 2011). Une autre étude récente a  également démontré que la délétion du gène 

codant pour le facteur epicardin entraine l’altération de la génération des fibroblastes 

cardiaques. Cette altération est caractérisée par la régulation négative du récepteur PDGFRα, 

la réduction des composants de la MEC et des gènes spécifiques aux fibroblastes (Acharya et 

al., 2012). Une communication myocarde-épicarde par le biais de la voie de signalisation 

FGFR2b/FGF10 a également été identifiée comme indispensable au mouvement des 

fibroblastes au sein du myocarde (Vega-Hernandez et al., 2011).  

 

D’autres travaux menés sur l’embryon d’oiseau soutiennent également le fait que les EPDC 

seraient aptes à donner naissance aux fibres de Purkinje. Chez l’embryon de poulet, une partie 

du développement des fibres de Purkinje se fait en association avec l’artériogenèse des 

coronaires (Gourdie et al., 2003; Hyer et al., 1999). La formation des fibres de Purkinje a 

également été attachée à la présence d’EPDC dans les zones sous-endocardiques 

(Gittenberger-de Groot et al., 1998). Dès lors, l’ablation du proépicarde chez l’embryon de 

caille, entraine une hypoplasie des fibres de Purkinje (Eralp et al., 2006). L’endothéline-1, 

facteur favorisant le développement des fibres de Purkinje (Hall et al., 2004; Patel and Kos, 

2005; Takebayashi-Suzuki et al., 2000), est synthétisé par les EPDC, confirmant ainsi le rôle 

probable de l’épicarde dans la formation des fibres de Purkinje (Eid et al., 1994). 

Nous avons décris ici le rôle des EPDC dans l’embryogenèse cardiaque, nous décririons plus 

loin dans la partie « cellules souches » leur rôle chez l’adulte. 

Le tableau 3 et la figure 13 récapitulent les événements cellulaires et moléculaires 

indispensables à la formation de l’épicarde, des vaisseaux coronaires et de la morphogenèse 

cardiaque. 
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Figure 13. Développement de l’épicarde : implication dans la vascularisation cardiaque et 

l’architecture du myocarde. 

 

 

 

 

Tableau 3. Facteurs impliqués dans les différents stades de développement cardiaque 
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Stade de développement Facteurs clés Référence 

Proépicarde 

WT1 
Schulte et al. 2007, Zeng et al. 2010, Zhou et al. 2008b 

TBX18 
Schulte et al. 2007, Zeng et al. 2010, Moore et al. 1999 

BMP-2 
Schulte et al. 2007 

NKX2.5 
Zhou et al. 2008b 

GATA-5 

TBX5 

MacNeill et al. 2010, Shingh et al.2010, Laforest et al. 2011 

Hatcher  et al.2004, Plageman  et al.2004 

 
 

Adhésion et expansion des cellules du 

proépicarde 

 à la surface du cœur 

VCAM-1 
Yang et al.,  Kwee et al. 1995 

α-4 intégrine 

Epicardin 

WT1 

Yang et al. 1995, Sengbusch et al. 2002 

Lu et al. 1998, Braitsch et al. 2012 

Moore  et al. 1999 

 Transformation épithéliale-mésenchymateuse 

des cellules  de l’épicarde 

Epicardin 
Acharya et al. 2006 

Wnt/β-caténine 
Thierry et al. 2006, Zamora et al. 2007 

WT1 
Moore et al. 1999, Zhou et al. 2008a, Ijpenberg et al. 2007, Martinez-Estrada et al. 

2010, Zhou et al. 2010, Von Gise et al. 2011 

FGF, PDGF 

 Fedorova et al. 2009, Molin et al. 2003, Morabito et al. 2001, Smith et al. 2011 

Podoplanine 
Mahtab et al. 2008 

Erythropoïétine 

NF1 

mi-RNA 

Wu et al. 1999 

Baek  et al.2012 

Singh  et al. 2011 

Contrôle moléculaire de la formation des 

coronaires par l'épicarde 

VCAM-1/α-4-intégrine 
Kwee et al. 1995, Yang et al. 1995 

WT-1 
Moore et al. 1999 

TGFβ 

Molin et al. 2003, Olivey et al. 2006, Compton et al. 2007, Sridurongrit et al.2008 

FGF Lavine et al. 2005, Morabito et al. 2001, Pennisi et al. 2003, Pennisi et al. 2005, Sugi et 

al. 2003 

Wnt/β-caténine 
Zamora et al. 2007 

Acide rétinoïque 
Merki et al. 2005,  Moss et al. 1998, Lin et al. 2010 

Erythropoïétine 
Wu et al. 1999 

Notch 
Del Monte  et al. 2011 

Contrôle moléculaire de la formation des 

coronaires par le myocarde 

Hedegehog 
Lavine et al. 2006, Lavine et al. 2008 

Thymosine-β4 
Smart et al. 2007 

PDGF Orr-Urtreger et al. 1992, Shinbrot et al. 1994, Takakura et al. 1997, Lu et al. 2001, 

Mellgren et al. 2008, Tomanek et al. 2008, Hellstrom et al. 1999, Leeven et al. 1994, 

Lindhal et al. 1994 

FGF 

Lavine et al. 2005, Morabito et al. 2001, Pennisi et al. 2003, 2005, Sugi et al. 2003 

Ang1/Tie2 
Suri et al. 1996, Ward et al. 2004 

Prokinéticines 
Urayama et al. 2007, 2008 

GATA4 
Heineke et al. 2007, Tevosian et al. 2008 
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3. EPDC : une lignée dérivant des précurseurs cardiaques 

 

Les EPDC sont principalement caractérisées par l’expression de WT1 (Zhou et al., 2008a) et 

de TBX18 (Cai et al., 2008). Elles ne contribuent pas à la formation des quatre chambres 

cardiaques mais possèdent une forte plasticité. En effet, sous l’action de traitements 

appropriés, in vitro, les cellules TBX18
+
 sont capables de générer des CML et des 

cardiomyocytes (Cai et al., 2008).  

Il a également été démontré dans les tissus fœtaux humains que le facteur de transcription 

TBX5 est essentiellement exprimé au niveau des tissus cardiaques incluant le myocarde, 

l’épicarde et les vaisseaux coronaires. Comme nous l’avons vu précédemment, la régulation 

négative de TBX5 joue un rôle dans l’activité des EPDC. Ainsi, l’expression de TBX5 n’est 

pas retrouvée au niveau du mésenchyme sous-épicardique et des EPDC mais principalement 

au niveau de l’épicarde et de ses dérivés incluant les coronaires et le myocarde (Hatcher et al., 

2004).  

A noter également que l’équipe de Zhou a observé une contribution des cellules souches 

NKX2.5
+
/ISL-1

+
 à la formation des cellules du proépicarde WT1

+
 (Zhou et al., 2008a; Zhou 

et al., 2008b). De plus la même étude démontre que les cellules progénitrices cardiaques 

expriment à la fois les marqueurs WT1 et NKX2.5 (Zhou et al., 2008a). 

Par ailleurs, une sous-population de cellules c-Kit
+
 a été détectée au sein de l’épicarde 

(Beltrami et al., 2003). De la même manière, une fraction très faible de cette sous-population 

exprime en plus les facteurs NKX2.5 et GATA4, laissant présager ainsi une contribution de 

ces cellules à la formation des cardiomyocytes. Cependant, il n’a pas été démontré clairement 

que ces cellules dérivaient de l’épicarde (Limana et al., 2007).  

 

La figure 14 récapitule la hiérarchie des cellules progénitrices cardiaques et leur devenir.  

 

Nous avons décris le rôle des EPDC qui expriment le facteur epicardin
+
 dans le 

développement cardiaque. Ce facteur est également exprimé dans le système rénal et semble 

jouer un rôle dans l’embryogenèse rénal. Nous décrirons dans le prochain chapitre les 

similitudes entre le développement du système cardiaque et rénal. 
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Figure 14. Hiérarchie cellulaire des cellules progénitrices cardiaques et leur plasticité 

(Sturzu and Wu, 2011) 

V. Epicardin: un marqueur commun de développement entre le cœur et le rein  

 

A.  Lien évolutionnaire entre le développement de l’épicarde et des glomérules 

rénaux 

 

Le rôle des cellules epicardin
+
 dans l’embryogenèse cardiaque est d’une évidence frappante et 

très peu d’études mettent la lumière sur leurs implications dans l’embryogenèse rénale. Une 

étude récente portant sur le marquage des cellules exprimant le facteur epicardin dans le rein 

révèle qu’elles sont retrouvées dès le jpc 10.5 principalement au niveau des glomérules. De 

façon intéressante, une autre étude a postulé un lien évolutionnaire entre les glomérules du 

rein et l’épicarde tapissant le cœur. 

 

Cette étude est basée sur l’analyse du développement de l’épicarde chez deux espèces qui 

occupent des positions phylogénétiques clés chez les vertébrés : la lamproie (agnathe) et la 

roussette (gnathosome) (Pombal et al., 2008). 

L’épicarde de la lamproie se développe entre le jour post fertilisation (jpf) 17 et 23 à partir 

d’une excroissance de la cavité cœlomique située entre le pronephros et l’intestin. A partir du 

jpf 17, des vésicules provenant de la partie droite de cette excroissance s’attachent à la partie 

dorsale du ventricule cardiaque et se propagent tout le long de la surface ventriculaire. Entre 

les jpf 20 et 23, l’excroissance de la cavité coelemique est attachée à la surface cardiaque et 

les ventricules et atrium sont totalement recouverts par l’épicarde. A partir du jpf 26, il n’y a 

plus de contact entre la surface cardiaque et l’excroissance de la cavité cœlomique qui 

contribuent plus tard au développement du glomérule externe du pronephros. Ce dernier se 

compose d’un réseau capillaire, de cellules mésangliales et de podocytes et joue le rôle de 

système excrétoire primitif et disparaît à l’âge adulte (Kluge, 1990). 

A contrario, chez la roussette, le proépicarde est bien présent et forme un organe pair dont la 

structure droite libère des vésicules flottantes à la surface du cœur. Au stade plus tardif de 

l’embryogenèse, plus aucun lien n’est observé entre le proépicarde et le cœur. Le proépicarde 

se situe alors dans le septum transversum et il semblerait que ces cellules deviennent 

apoptotiques. 
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Ainsi, les auteurs proposent que le proépicarde dérive des cellules progénitrices du glomérule 

externe du pronephros et donc que les cellules progénitrices de l’épicarde et les cellules 

progénitrices rénales proviennent de la même structure lors du développement. De plus, ils 

avancent que la différence de localisation du glomérule externe du pronephros des agnathes et 

du proépicarde des gnathosomes s’explique par un arrangement différent des embryons de 

gnathosomes. En effet, chez ces dernier le pronephros disparait, le foie s’élargit, il y a 

incorporation de l’aire veineuse dans le tractus cardiaque et rotation du cœur (Cf. figure 15) 

(Pombal et al., 2008). 

 

Figure 15. Comparaison de la disposition anatomique des glomérules externes du 

pronephros des agnathes et du proépicarde des gnathostome (Pombal et al., 2008). 

 

B. Facteurs communs entre le développement de l’épicarde et du rein 

 

Il est important de noter également que l’épicarde et le rein, lors du développement ou en 

période postnatale, partagent des facteurs communs. Avant de discuter des facteurs communs 

au cœur et au rein, nous décrirons brièvement les évènements ayant lieu lors de 

l’embryogenèse rénale. 

Le rein définitif chez les mammifères, dit métanephros, provient de deux structures 

embryonnaires dérivant du mésoderme intermédiaire, du sinus uro-génital et du blastème 

métanéphrogène (Saxen and Sariola, 1987). Ce dernier donne lieu à la génération des 

glomérules, des tubules et de l’anse de Henlé. Le développement du métanephros se fait 

essentiellement par le biais d’interactions épithéliales-mésenchymateuses (Birchmeier and 

Birchmeier, 1993; Saxen and Thesleff, 1992; Thesleff et al., 1995). En effet, d’importantes 

communications entre le sinus uro-génital et le blastème métanéphrogène permettent la 

génération des constituants rénaux incluant les glomérules, les tubules et les voies urinaires 

hautes (Grobstein, 1955; Saxen and Sariola, 1987).  

 

1. Premier facteur : WT1 
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WT1, facteur essentiel à la formation de l’épicarde et à l’activité des cellules progénitrices de 

l’épicarde (Moore et al., 1999), est également retrouvé, chez l’embryon de poule, dans le 

mesonephros qui correspond à une structure rénale transitoire. De plus, le profil d’expression 

de WT1 dans le proépicarde et le mesonephros est similaire puisque les deux structures 

expriment fortement WT1 en bordure de la cavité cœlomique alors qu’ils l’expriment plus 

faiblement au niveau du mésenchyme (Pombal et al., 2008). 

Dès lors, la délétion du gène Wt1 chez la souris cause une absence de développement du rein 

et un défaut de développement de l’épicarde (Kreidberg et al., 1993; Moore et al., 1999; 

Wagner et al., 2005). Pareillement, chez l’homme, il semblerait que WT1 joue un rôle 

essentiel dans l’embryogenèse cardiaque et rénale. En effet, WT1 est exprimée chez les fœtus 

humains dans les glomérules, les régions sous-capsulaires rénales et les zones actives où à lieu 

la glomérulogenèse (Fanni et al., 2011). De plus, une corrélation a été établie entre la 

réduction de l’expression de WT1 dans le mésothelium hépatique et le développement de 

l’agénésie rénale et des malformations cardiaques chez les fœtus humains âgés entre 17 et 23 

jours de gestation (Loo et al., 2012; Loo, Pereira, and Ramm, 2012).  

 

2. Deuxième facteur : TBX18 

 

Un autre facteur important commun au cœur et au rein est le facteur de transcription TBX18 

qui est exprimé par les cellules du proépicarde, par les cellules de l’épicarde à partir du jpc 

9.5, par les cellules du mésenchyme métanephrogène entre les jpc 11.5 et 12.5 et par les 

cellules stromales et CML dérivées des voies urinaires basses à partir du jpc 12.5 (Airik et al., 

2006; Wang et al., 2009; Zeng et al., 2011). De plus, les cellules exprimant TBX18 

contribuent à la fois au développement du cœur et du rein. 

En effet, les cellules TBX18
+
 provenant de l’épicarde donnent lieu à la génération de 

fibroblastes cardiaques et de CML, deux importants composants de la cardiogenèse (Cai et al., 

2008). Par ailleurs, les cellules TBX18
+
 NKX2.5

-
 jouent également un rôle dans la 

morphogenèse de la corne sinusale, futur sinus coronaire (Christoffels et al., 2006). 

De la même manière dans le rein, les cellules TBX18
+
 contribuent au développement des 

CML des voies urinaires basses. En effet, l’inactivation du gène Tbx18 chez la souris conduit 

à l’apparition d’urétéro-hydronéphrose (dilatation des calices et du bassinet) due à une 

altération de la différenciation des cellules mésenchymateuses de l’uretère en CML (Airik et 

al., 2006; Nie et al., 2010; Paces-Fessy et al., 2012).    
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3. Troisième facteur : epicardin 

 

Le troisième facteur commun au cœur et au rein est le facteur epicardin. En effet, nous avons 

vu précédemment que ce facteur est exprimé par les cellules de l’épicarde et joue un rôle 

essentiel dans le développement du cœur. Par ailleurs, le facteur de transcription epicardin est 

exprimé dans deux types de lignées cellulaires rénales provenant du mésoderme (Quaggin et 

al., 1999; Quaggin, Vanden Heuvel, and Igarashi, 1998). 

Dans les premiers stades de l’embryogenèse rénale, l’expression du facteur epicardin est 

retrouvée dans les glomérules au niveau des cellules mésangliales et endothéliales (Acharya et 

al., 2011) et par les précurseurs des CML et les CML elles mêmes de l’uretère (Quaggin et al., 

1999). Plus tard lors du développement, une étude a révélé que le facteur epicardin est 

également exprimé au niveau des podocytes (Acharya et al., 2011; Quaggin, Vanden Heuvel, 

and Igarashi, 1998). Lors du développement normal du rein, les podocytes dérivent des 

cellules interstitielles primaires retrouvées au niveau du cortex et des régions médullaires 

(Alcorn, Maric, and McCausland, 1999; Cui, Schwartz, and Quaggin, 2003; Maric, Ryan, and 

Alcorn, 1997). Ces cellules expriment la tenascine, composant de la MEC et se différencient 

pour envahir la zone médullaire rénale (Alcorn, Maric, and McCausland, 1999; Hatini et al., 

1996). Elles expriment également le facteur epicardin et leurs différenciations donnent lieu à 

la génération des cellules interstitielles interstitielles et des péricytes (Cui, Schwartz, and 

Quaggin, 2003). 

Dès lors, l’inactivation du gène Epicardin chez la souris entraine un défaut de développement 

de la zone médullaire rénale ainsi qu’une réduction de l’expression de l’α-actine des CML. De 

plus la délétion du facteur epicardin a démontré son implication dans le développement des 

capillaires interstitiels. A noter également que le facteur epicardin joue un rôle indispensable 

dans la formation des glomérules puisque son inactivation est à l’origine d’un arrêt de la 

glomérulogenèse au stade du dédoublement capillaire (Cui, Schwartz, and Quaggin, 2003). 

Une autre étude a également démontré le rôle du facteur de transcription epicardin dans le 

développement rénal puisque sa surexpression induit la prolifération de myofibroblastes. Ces 

derniers, durant l’embryogenèse rénale, prolifèrent, migrent et sécrètent des facteurs de 

croissance qui contrôlent le développement des cellules épithéliales, les phénomènes de 

différenciation ainsi que la morphogenèse de branchement (Plotkin and Mudunuri, 2008).  
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Nous avons décris dans les deux parties précédentes le rôle des cellules epicardin
+
 dans le 

développement cardiaque et rénal. Au vu de leurs capacités de différentiation, ces cellules 

sont considérées comme des cellules souches. Ces dernières représentent un champ de 

recherche prometteur pour la médecine régénérative. Dans la partie suivante, nous aborderons 

les différents types de cellules souches existantes ainsi que leur utilisation en thérapie 

cardiaque et rénale. 

 

VI. Cellules souches et régénération cardiaque et rénale 

A. Les cellules souches 

 

Durant la dernière décennie, la recherche sur les cellules souches a révolutionné le monde des 

thérapeutiques pour faire émerger une nouvelle médecine dite régénérative. Les cellules 

souches sont des cellules immatures caractérisées par leur capacité d’auto-renouvellement 

leur permettant de proliférer tout le long de leur vie et leur plasticité correspondant à leur 

pouvoir de différenciation (Hall and Watt, 1989; Smith, 2006). Elles sont classées 

traditionnellement selon leur capacité de différenciation en cellules souches embryonnaires 

(CSE), cellules souches fœtales (CSF), cellules souches adultes (CSA) ou cellules souches 

pluripotentes induites (iPS) (Cf. figure 16).  

Les CSE sont des cellules souches pluripotentes capables de générer les cellules provenant de 

l’ectoderme, de l’endoderme et du mésoderme, hormis les annexes embryonnaires. Elles 

dérivent de la masse cellulaire interne du blastocyte et peuvent donner naissance à toutes les 

cellules de l’organisme (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998). 

Plusieurs travaux ont démontré que les CSE humaines ont la capacité de se différencier en 

cellules mésenchymateuse  (Barberi et al., 2005; de Peppo et al., 2010), ostéoblastes (Ahn et 

al., 2006; Kuznetsov, Cherman, and Robey, 2011), chondrocytes (Hwang, Polak, and 

Mantalaris, 2008; Oldershaw et al., 2010), cellules endothéliales (James et al., 2010), cellules 

cardiaques  (Yang et al., 2008) et cellules neuronales (Lee et al., 2007). Ces caractéristiques 

font des CSE, une source thérapeutique attractive pour la médecine régénérative. Cependant 

leur utilisation reste limitée, étant donné que leur capacité de différenciation est à peine 

contrôlée et qu’elles peuvent donner lieu, lors de différenciation incontrôlée, au 

développement de tératome et de tératocarcinome (Wu, Boyd, and Wood, 2007). 
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Les CSF sont déjà engagées dans les voies de différenciation et gardent leur capacité d’auto-

renouvellement, elles possèdent donc une plasticité plus limitée que les CSE. Ce sont des 

cellules souches pouvant être isolées à partir du sang et des parois du cordon ombilical ou 

encore à partir des tissus fœtaux (O'Donoghue and Fisk, 2004). C’est le cas des cellules 

progénitrices neuronales caractérisées pour la première fois dans les fœtus de rat et de souris. 

Elles ont une capacité de différenciation limitée puisqu’elles peuvent se différencier en trois 

populations neuronales distinctes incluant les astrocytes, les neurones et les oligodendrocytes 

(Kennea and Mehmet, 2002).  

Les CSA résident dans les tissus de l’adulte et jouent un rôle crucial dans la régénération 

tissulaire. Elles sont, dans le meilleur des cas, oligopotentes ou unipotentes. Leur intérêt 

majeur est d’ordre bioéthique puisque l’utilisation des CSE ou CSF est restreinte. A noter 

également que leurs pouvoirs tumorigène et immunogène sont mieux contrôlés. Le problème 

majeur de ce type cellulaire réside dans sa capacité de prolifération, puisqu’elle reste limitée, 

ainsi que dans l’accessibilité de leur niche d’organe. Ainsi, il est facile d’isoler des cellules 

souches provenant du tissu adipeux, du sang ou de la moelle osseuse alors qu’il demeure plus 

contraignant de les extraire du cœur ou du rein.  

Les iPS proviennent de la reprogrammation génétique d’une cellule différenciée adulte en 

cellule souche pluripotente (Takahashi and Yamanaka, 2006). 

En plus des cellules souches, on distingue les progéniteurs et précurseurs. Les progéniteurs se 

caractérisent par la coexistence des antigènes de « caractère-souche » avec les facteurs de 

transcription des cellules différenciées (CML, cellules endothéliales, cardiomyocytes…). Les 

précurseurs se définissent par la co-expression des protéines spécialisées avec les épitopes de 

« caractère-souche » (Urbanek et al., 2006).  
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Figure 16. Hiérarchie et plasticité des cellules souches  

Les CSA jouent donc un rôle dans le renouvellement tissulaire. Néanmoins il est à distinguer 

deux types d’organes : les tissus à renouvellement rapide et les tissus quiescents à 

renouvellement lent. Les tissus à renouvellement rapide comprennent l’intestin, la peau ou 

encore le sang. Dans ce cadre là, il a été mis en évidence la présence de cellules souches 

actives qui remplaceraient les cellules résidentes mortes tout au long de la vie. Les tissus à 

renouvellement plus lent comprennent également des cellules souches qui ne sont activées 

que lorsque le tissu est lésé.  

 

B. La régénération cardiaque et la thérapie cellulaire 

 

1. Médecine régénérative cardiaque : fondements et intérêts thérapeutiques 

 

Conceptuellement les tissus formant le cœur sont considérés comme quiescents et se 

caractérisent ainsi par une capacité régénérative limitée et inadéquate à la compensation de la 
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perte des cardiomyocytes lors d’infarctus. Selon ce paradigme, le nombre de cardiomyocytes 

est établi dès la naissance et cette population cellulaire est théoriquement irremplaçable durant 

le cycle de vie de l’individu. Dès lors, les cardiomyocytes, à l’âge adulte, selon le contexte 

dans lequel ils se trouvent, subissent essentiellement des phénomènes d’hypertrophie ou de 

mort cellulaire. Il reste donc difficile au cœur de pallier à la perte de cardiomyocytes. Le seul 

moyen d’y remédier pour le cœur résident dans le remplacement des myocytes cardiaques par 

du tissu fibreux. 

Une étude confirme cette notion et démontre grâce à l’intégration de carbone 14 que le 

turnover des cardiomyocytes est d’environ de 1% à 25 ans et 0.45% à l’âge de 75 ans 

(Bergmann et al., 2009). Néanmoins, la capacité proliférative des cardiomyocytes lors 

d’infarctus est beaucoup plus grande. En effet elle est de 4% en bordure de la zone infarcie et 

de 1% dans des zones plus éloignées (Beltrami et al., 2001). 

L’implication des cellules souches dans le turnover des cardiomyocytes a été expérimentée 

chez une souris dont l’expression de la GFP (Green Fluorescent Protein) est induite par 

l’injection de tamoxifène dans les cardiomyocytes matures seulement. Cette étude suggère 

que les cellules souches joueraient un rôle dans le remplacement des cardiomyocytes lors de 

l’infarctus. En effet, les auteurs révèlent que près de 15% et 5% des cardiomyocytes qui 

n’expriment pas la GFP sont retrouvés respectivement en bordure de la zone infarcie et plus 

éloignés. Cette étude prouve que lors de l’infarctus du myocarde, des cardiomyocytes 

néoformés envahissent la zone lésée. De plus, ce remplacement ne peut être détecté en 

situation normale (Hsieh et al., 2007). Ces études démontrent le rôle des cardiomyocytes 

néoformés dans les processus de réparation tissulaire et il serait intéressant de connaitre les 

phénomènes régulant ces processus. Le microenvironnement pathologique qui se développe 

lors d’infarctus du myocarde en fait partie. Il inclue l’inflammation et le remodelage 

cardiaque qui sont des phénomènes essentiels à la réparation tissulaire (Jiang and Liao, 2010).  

Le microenvironnement inflammatoire joue donc un rôle dans la survie et la fonction des 

cellules souches. Ainsi, le facteur SDF-1 (Stromal Derived Factor-1) qui se lie au RCPG dit 

CXRC4 est connue pour régir l’implantation des cellules souches au niveau de la zone 

infarcie ou de la zone en bordure du tissu ischémique (Penn, 2009; Zaruba and Franz, 2010). 

Le chimiokine SDF-1 joue également un rôle dans la chemoattraction des diverses cellules 

inflammatoires qui expriment le récepteur CXCR4 (Corcione et al., 2000; Kantele, Kurk, and 

Jutila, 2000; Kucia et al., 2004; Li et al., 2007; Nagase et al., 2001). Par ailleurs, il a été 

démontré que la sévérité de l’inflammation est corrélée au recrutement des cellules souches au 

niveau de la zone lésée. Ainsi, un modèle de souris de cardiomyopathie inflammatoire révèle 
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que l’implantation des cellules souches au niveau des zones infarcies est facilitée lorsque le 

processus d’inflammation est maximal améliorant ainsi la fonction cardiaque (Malek et al., 

2006). Par ailleurs, la surexpression du facteur SDF-1 seul est incapable d’induire 

l’implantation des cellules souches dans des tissus sains (Abbott et al., 2004; Penn, 2010). La 

thérapie cellulaire cardiaque précédée d’un prétraitement des cellules souches au TNFα 

améliore également  leur implantation au niveau des zones lésées (Kim et al., 2009b). A noter 

également que de nombreuses études ont permis de démontrer que l’environnement hostile, 

lors d’ischémie du myocarde, est le déterminant majeur régulant la détermination cellulaire et 

la fonction des cellules souches cardiaques (Kania, Blyszczuk, and Eriksson, 2009). 

Ainsi les cellules souches cardiaques peuvent présenter un espoir thérapeutique permettant de 

révolutionner la médecine régénérative et de développer des traitements pour les pathologies 

cardiaques ischémiques. Cependant, leur action est limitée et insuffisante au sein du tissu 

cardiaque endommagé (Murry et al., 2004). Cette observation a été mise en relation avec 

l’environnement « pathologique » dans lequel les cellules souches doivent agir (Endo et al., 

2007; Kania, Blyszczuk, and Eriksson, 2009). Nous avons donc vu que le 

microenvironnement lors de pathologie est décisif quant à l’activité des cellules progénitrices 

et des phénomènes de réparation tissulaire. Quel serait l’intérêt alors d’utiliser en 

thérapeutique ces dites cellules souches ?  

 

La transplantation de cellules souches permettrait d’induire la réparation du tissu cardiaque 

lésé. Elle doit stimuler le remplacement du tissu contractile par des cardiomyocytes 

fonctionnels pouvant de ce fait établir une connectivité électrique avec les cardiomyocytes 

natifs. Les cellules souches peuvent participer à la réparation du tissu cardiaque via différents 

phénomènes (Cf. figure 17) (Gnecchi 2008) : la néo-vascularisation, la différenciation en 

cardiomyocytes, la libération de facteurs paracrines agissant de façon positive sur plusieurs 

processus dont la cardiomyogenèse et la néo-vascularisation. 
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La découverte des propriétés d’auto-renouvellement et de plasticité des cellules souches a 

conduit à un fort intérêt dans l’étude de leur potentielle utilisation en médecine régénérative. 

Ces dernières années, les efforts se sont concentrés sur la découverte des sources de cellules 

souches les plus fiables. Chaque population cellulaire possède ses avantages et ses 

inconvénients. La prochaine partie portera donc sur les différents types cellulaires utilisés 

actuellement dans la médecine régénérative cardiaque. Plus particulièrement, nous traiterons 

des cellules souches cardiaques et de l’emploi des EPDC dans la thérapie cellulaire de 

l’ischémie du myocarde. 

 

2. Les cellules candidates 

 

De nombreuses études portant sur la régénération du myocarde par le biais de l’injection de 

cellules souches ont été menées. Ainsi, les cellules les plus généralement utilisées regroupent 

les cellules progénitrices cardiaques exogènes et endogènes.  

a. Les cellules souches exogènes au cœur  

 

Les cellules progénitrices cardiaques exogènes regroupent les CSE et les cellules souches de 

la moelle osseuse.  

Figure 17. Mécanismes d’action des cellules souches lors de la régénération cardiaque.  
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Plusieurs études ont mis en évidence que les CSE étaient capables de donner naissance à des 

cellules possédant les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles identiques au 

cardiomyocytes (He et al., 2003; Kehat et al., 2001; Nury, Neri, and Puceat, 2009; Puceat, 

2008). Cependant le frein à l’utilisation des CSE en thérapeutique reste la formation de 

tératome et de tératocarcinome. 

 

La moelle osseuse riche, en cellules souches autologues, fut la première source à être utilisé 

par les chercheurs. Elle comprend les cellules souches hématopoïétiques (CSH), les cellules 

souches mésenchymateuses (CSM) et les progéniteurs endothéliaux circulant (EPC ou 

Endothelial Progenitor Cells). 

Plusieurs études ont ainsi démontré la capacité des CSH  à se différencier en cardiomyocytes 

(Belema Bedada et al., 2005; Flaherty et al., 2008; Koyanagi et al., 2007; Yeh et al., 2003). 

Dès lors, l’injection de CSH s’est vue être efficace chez des modèles de souris atteintes 

d’infarctus du myocarde (Kajstura et al., 2005; Orlic et al., 2001a; Orlic et al., 2001b) tandis 

qu’elle a connu ses limites lors de l’utilisation chez des patients insuffisants cardiaques (Erbs 

et al., 2005; Hendrikx et al., 2006; Kang et al., 2006). 

Les EPC sont utilisées principalement dans le but de stimuler la néo-vascularisation au niveau 

des zones ischémiques par le biais de phénomènes d’implantation et d’incorporation à la 

micro-vascularisation (Asahara et al., 1997; Shi et al., 1998). Elles ont été identifiées pour 

leur capacité à acquérir les propriétés des cellules endothéliales in vitro et in vivo. Par 

conséquent, l’injection d’EPC au niveau du myocarde infarci induit l’amélioration de la 

fonction ventriculaire gauche et l’atténuation de la fibrose (Jujo, Ii, and Losordo, 2008; 

Kawamoto et al., 2003; Kocher et al., 2001). Cependant l’ischémie cardiaque, le diabète, 

l’hypercholestérolémie et l’hypertension sont associés à une réduction du taux d’EPC 

circulant (Imanishi et al., 2005; Vasa et al., 2001) ce qui limite leur utilisation en 

thérapeutique. 

Enfin, les CSM sont capables d’améliorer la fonction contractile du cœur et de réduire la 

cicatrice fibreuse post-ischémique (Abdel-Latif et al., 2007; Miyahara et al., 2006). Ces effets 

bénéfiques se font par le biais de plusieurs mécanismes incluant : la plasticité de ces cellules 

souches, leur fusion avec les cellules résidentes et enfin leur activité paracrine. Cette dernière 

est le phénomène le plus accepté pour expliquer les effets anti-fibrotiques, anti-apoptotiques, 

pro-angiogéniques et anti-inflammatoires des CSM (Mazhari and Hare, 2007; Mishra, 2008; 

Ohnishi et al., 2007). Là encore, l’utilisation des CSM en thérapeutique reste limitée puisque 
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leur plasticité est large et qu’il a été montré qu’elles étaient capables de se différencier en 

ostéoblastes au sein du ventricule (Breitbach et al., 2007; Yoon et al., 2004).  

 

b. Les cellules progénitrices cardiaques endogènes  

 

La découverte des cellules progénitrices cardiaques endogènes (CPC) a révolutionné le 

concept de la thérapie cellulaire dans le domaine cardiovasculaire. En effet, elles représentent 

un espoir thérapeutique par le fait qu’elles soient autologues et qu’elles soient déjà engagées 

dans les voies de différenciation des lignées cellulaires cardiaques (Gonzales and Pedrazzini, 

2009). A noter également que les CPC ont été découvertes dans les tissus cardiaques de 

nombreuses espèces de mammifères dont les rongeurs et l’homme (Messina et al., 2004; 

Urbanek et al., 2006). Elles sont classifiées selon leurs propriétés et les marqueurs qu’elles 

expriment en surface. Ainsi on distingue, les cellules c-Kit
+
, Sca-1

+
, ISL-1

+
, et les EPDC. 

Le facteur c-Kit correspondant à un récepteur de type tyrosine kinase spécifique aux cellules 

souches fut la première fois utilisé pour isoler les CSH (Lyman and Jacobsen, 1998). Une 

étude mené en 2003 par Beltrami, a été la première à démontrer l’existence de CPC c-Kit
+
  et 

Lin
-
 (facteur correspondant aux lignées cellulaires sanguines) dans le cœur excluant une 

quelconque origine hématopoïétique. Beltrami et son équipe ont observé également que les 

CPC c-Kit
+
 possédaient un fort potentiel de différenciation en lignée cellulaire cardiaque leur 

conférant ainsi la possibilité de régénérer le tissu cardiaque lors d’infarctus du myocarde 

(Beltrami et al., 2003). Les CPC c-Kit
+
 expriment les facteurs de transcription cardiaque tels 

que GATA4, MEF-2C et NKX2.5. Après leur différenciation in vitro elles expriment 

également les marqueurs des cardiomyocytes matures incluant la MHC, l’α-actinine 

cardiaque, la desmine et la connexine 43 (Bearzi et al., 2007; Beltrami et al., 2003). Malgré 

cela, les cardiomyocytes provenant de la différenciation des CPC c-Kit
+
  restent immatures 

d’un point de vue structural.  

L’équipe de Oh a également isolé d’autres CPC caractérisées par l’antigène-1 des cellules 

souches (Sca-1), membre de la famille des Ly-6 et important marqueur des cellules souches  

(Oh et al., 2004; Oh et al., 2003). Comme les CPC c-Kit
+
, les CPC Sca-1

+
 expriment 

différents marqueurs cardiaques dont GATA4 et MEF2. Elles se différencient en 

cardiomyocytes contractiles après un traitement aux 5-azacytidine (Matsuura et al., 2004; Oh 

et al., 2003) ou à l’ocytocine  (Matsuura et al., 2004). Leur injection in vivo a également 
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démontré des effets bénéfiques puisqu’elles permettent l’amélioration de la fraction d’éjection 

ventriculaire post-ischémique en induisant la néo-vascularisation et la régénération des 

myocytes cardiaques par le biais de la libération de facteurs paracrines (Wang et al., 2006b).   

Laugwitz fut le premier à décrire la population de CPC ISL-1
+
 Sca-1

-
 c-Kit

-
. Ce groupe 

cellulaire est également capable de former des cardiomyocytes matures et expriment les 

facteurs NKX2.5 et GATA4 (Laugwitz et al., 2005). Les CPC ISL-1
+
 comprennent deux 

populations distinctes : les CPC ISL-1
+
/VEGFR2

+
 capables de donner naissance à des cellules 

endothéliales et les CPC ISL-1
+
/VEGFR2

-
 qui peuvent former les lignées de cellules 

cardiaques et les CML (Moretti et al., 2006). Le problème majeur des CPC ISL-1
+
 réside dans 

le fait que leur nombre est réduit considérablement après la naissance.  

 

c. L’épicarde : source idéale de cellules souches pour la thérapie cellulaire ? 

 

Il a été démontré mainte fois l’implication de l’épicarde dans la régénération cardiaque en 

situation pathologique : les marqueurs embryonnaires de l’épicarde tels que TBX18, WT1 ou 

RALDH2 sont exprimés uniquement lors d’un dommage tissulaire cardiaque (Gonzalez-Rosa 

et al., 2011; Lepilina et al., 2006; Schnabel et al., 2011). WT1 est ré exprimé dans les CEC et 

CML des artères coronaires présentes en bordure de la zone infarcie chez des modèles de rat 

atteints d’infarctus du myocarde (Wagner et al., 2002). Le devenir des cellules de l’épicarde a 

été tracé à l’aide de la recombinase Cre-ERT inductible par l’injection de tamoxifène. Ainsi, 

l’infarctus du myocarde provoque l’induction des marqueurs de l’épicarde et l’EMT des 

cellules épicardiques provoquant l’épaississement de l’épicarde. Les EPDC adultes ne migrent 

pas au niveau du myocarde, ne se différentient pas en CEC ou myocytes cardiaques mais 

génèrent des CML, fibroblastes et péricytes. Elles sécrètent également des facteurs pro-

angiogéniques jouant un rôle dans l’angiogenèse post-infarctus (Zhou et al., 2011). Chez le 

poisson zèbre, l’épicarde est capable d’induire la réparation du myocarde ischémique en 

envahissant les sites lésés et par initiation de la néo-vascularisation (Lepilina et al., 2006). 

L’importance de l’épicarde dans la régénération cardiaque, via des processus de néo-

vascularisation, a été établie chez le poisson zèbre et les rongeurs (Kikuchi et al., 2011a; 

Kikuchi et al., 2010; Kim et al., 2010) :  
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 Le FGF17b est surexprimé au sein du myocarde afin de recruter les cellules souches 

provenant de l’épicarde et agit sur les récepteurs FGFR2 et 4 situés dans l’épicarde 

(Lepilina et al., 2006). Le blocage des processus de migration des cellules 

progénitrices de l’épicarde par la surexpression du dominant négatif du récepteur des 

FGF inhibe complètement la régénération tissulaire du cœur (Lepilina et al., 2006) ; 

 Le PDGFβ secrété par les thrombocytes est un autre facteur de croissance impliqué 

dans la régénération cardiaque après un dommage tissulaire via son action sur les 

récepteur PDGFRβ situé au niveau de l’épicarde (Kim et al., 2010) ; 

 Les gènes Aldh1  et Aldh2 codant pour l’enzyme RALDH2 sont exprimés par 

l’épicarde en réponse à un dommage tissulaire toujours chez le zebrafish et la souris 

(Kikuchi et al., 2011b) (Limana et al., 2010) ; 

 Wnt1 est exprimé dans l’épicarde et dans les fibroblastes cardiaques lors de l’ischémie 

aigue du myocarde : la délétion de Wnt1 empêche la réparation du myocarde et 

entraine la réduction de la fonction cardiaque (Duan et al., 2012) ; 

 La thymosine-β4 permet la prolifération et la migration des cellules vasculaires, 

l’épaississement de l’épicarde, la néo-vascularisation du cœur et améliore la fonction 

cardiaque (Bock-Marquette et al., 2009; Smart et al., 2007). Le traitement par la 

thymosine-β4 des souris insuffisantes cardiaques favorise la migration des cellules 

progénitrices de l’épicarde au sein du myocarde et leur transdifférenciation en 

cardiomyocytes fonctionnels  (Smart et al., 2011).  

L’injection d’EPDC dérivés de tissu humain, chez une souris atteinte d’infarctus, entraine 

l’amélioration de la fonction cardiaque ainsi que l’atténuation du remodelage cardiaque 

(Winter et al., 2007). A noter que les EPDC dérivées de l’homme, in vitro, peuvent subir une 

EMT et dans le même temps se différencier en CML (van Tuyn et al., 2007).  

 

C. Régénération rénale et insuffisance rénale 

 

Le rein possède également des cellules souches endogènes capables d’induire des 

phénomènes de régénération lors de dommages tissulaires (Duffield and Bonventre, 2005; 

Lin, Moran, and Igarashi, 2005).  

Une première étude a démontré la présence de cellules souches adultes au niveau des tubules 

contournés proximaux. Le potentiel prolifératif de ces cellules augmente lors d’ischémie 
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(Maeshima, Yamashita, and Nojima, 2003). Chez l’homme, il a été également observé la 

présence de cellules souches au niveau de la capsule de Bowman (Sagrinati et al., 2006). Ces 

cellules sont appelées « Adult Parietal Epithelial Multipotent Progenitors » (APEMP). Leur 

injection par voie intraveineuse, chez la souris atteinte d’insuffisance rénale aigüe, permet la 

réparation du tissu endommagé par la régénération des segments du néphron proximal et 

distal et par la réduction de la nécrose. A noter qu’elles ne peuvent agir positivement sur la 

réparation tissulaire que lorsqu’elles sont injectées quelques heures après l’induction de 

l’insuffisance rénale (Sagrinati et al., 2006). Par ailleurs, il a été mis en évidence la présence 

d’APEMP dans les reins fœtaux humains. Leur nombre est considérablement réduit lors du 

développement et elles sont considérées comme les précurseurs des cellules tubulaires et des 

podocytes. Elles possèdent également une capacité régénérative beaucoup plus élevée que les 

APEMP dérivées des tissus adultes (Lazzeri et al., 2007). 

 

D. Les freins à la thérapie cellulaire  

 

Les cellules souches cardiaques et rénales sont donc une source thérapeutique attractive pour 

le traitement des pathologies ischémiques. Néanmoins, les deux principaux freins à la thérapie 

cellulaire sont : 

 La mise au point des protocoles d’obtention des cellules souches d’un point de vue de 

l’homogénéité cellulaire et de la quantité des cellules cultivées ; 

 L’établissement de la meilleure voie d’administration. 

Ainsi, les populations de cellules souches provenant de mêmes organes peuvent être divisées 

en sous-population en fonction des marqueurs qu’elles expriment à leur surface. De ce fait, les 

études doivent se focaliser sur les sous-types de populations cellulaires, dans une même 

famille de cellules souches, afin de mieux maîtriser leurs propriétés de prolifération et de 

différenciation. Par ailleurs, il s’avère important de déterminer la « quantité » de cellules à 

injecter pour une pathologie donnée. En ce sens, les études doivent permettre d’établir les 

moyens par lesquelles il est possible de cultiver une quantité importante de cellules à des fins 

thérapeutiques. De plus, il faudrait également concentrer les recherches sur l’optimisation du 

taux de survie des cellules injectées. Finalement, les voies d’injections doivent également être 

optimisées. Il en existe deux principales dont la voie intraveineuse et la voie dans le 
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parenchyme de l’organe (par exemple intra-cardiaque). Cette dernière permettrait d’intégrer 

directement les cellules souches au sein du tissu endommagé.  
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Les maladies cardiovasculaires sont l’une des principales causes de mortalité dans le monde. 

De plus le système rénal est le premier à être touché lors de pathologies cardiaques. De ce fait, 

l’identification de nouvelles molécules susceptibles d’intervenir dans la réparation 

myocardique ou du tissu rénal ainsi que dans la croissance des vaisseaux sanguins 

représenterait une avancée considérable en thérapeutique. 

 

Actuellement, les plus grandes cibles utilisées en thérapeutique sont les RCPG qui 

représentent une composante essentielle à la physiologie cardiaque et rénale. Cependant, peu 

d’études ont mis en avant, que ce soit dans le cœur ou le rein, le rôle des RCPG dans l’activité 

des cellules souches, la communication cellulaire et la néo-vascularisation. Plus 

particulièrement, dans le cœur, la communication cellulaire, jouerait un rôle indispensable 

dans le contrôle de la régénération cardiaque. 

 

Dès lors, la voie de signalisation des prokinéticines, agissant par le biais de l’activation de 

RCPG, a déjà été révélée comme indispensable lors de l’infarctus du myocarde chez la souris. 

En ce sens qu’elle induit la protection des cardiomyocytes et l’induction de la néo-

vascularisation du tissu cardiaque ischémique (Urayama et al., 2007; Urayama et al., 2008). A 

noter que le couple PK2/PKR1 est réduit chez les patients insuffisants cardiaques en stade 

terminal ce qui fait du système des prokinéticines un candidat idéal pour le traitement des 

maladies cardiovasculaires (Urayama et al., 2007). 

 

Par ailleurs, la stimulation de la croissance des vaisseaux sanguins peut être initiée par le biais 

de cellules souches. Dans le cœur, l’épicarde apparait être la source idéale de cellules souches 

dans le traitement des maladies cardiaques ischémiques. En effet, les EPDC jouent un rôle 

crucial dans la vasculogenèse cardiaque et dans la morphogenèse du cœur lors de la naissance. 

Plus particulièrement, l’activation de la voie de signalisation du récepteur PKR1, via l’action 

de son ligand la PK2, permet la stimulation des EPDC. Ainsi, elle agit sur la prolifération et la 

différenciation de ces dernières, en CML et cellules endothéliales, pour amplifier les 

phénomènes de vascularisation du myocarde (Urayama et al., 2008). Il est important de 

préciser que de nombreuses études expérimentales et cliniques, sur la transplantation de 

cellules souches au sein du myocarde lésé, ont donné des résultats prometteurs.  
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Mon projet de Doctorat devait répondre à deux principales questions : 

1) Quel est le rôle de la voie de signalisation du récepteur PKR1 dans la fonction 

cardiaque et rénale ? 

2) Quelle est la connexion cellulaire dépendante de la voie de signalisation PKR1 entre le 

cœur et le rein ? 

Les objectifs suivants ont été définis : 

1) Etudier le phénotype  de deux souris mutantes portant : 

 

 une mutation systémique nulle du récepteur PKR1 par l’utilisation du système 

recombinase Cre lié au promoteur CMV ; 

 une mutation nulle du récepteur PKR1 spécifique à l’épicarde par  l’utilisation du  

système recombinase Cre lié au promoteur GATA-5. 

 

2) Caractériser le rôle potentiel de la voie de signalisation PKR1 dans l’activité des 

cellules progénitrices endogènes et dans les communications cellulaires cardiaques et 

rénales 
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I. Culture cellulaire 

A. Culture d’une population hétérogène de cellules rénales cultivées à partir 

d’explants de reins néonataux 

1. Isolation des cellules et induction de la prolifération 

 

Les cellules rénales sont cultivées en population hétérogène après extraction des reins de 

souris néonatales. Les reins sont découpés en explant d’une taille inférieure à 1mm
3
, rincés au 

PBS et déposés sur une chambre de culture 8 puits, recouverts de 0,1% de gélatine, durant 4 

jours dans du Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) contenant du Glutamax, 4,5g/L 

de glucose, 15% FCS (Fetal Calf Serum), Pénicilline, Streptomycine. Après 4 jours de 

culture, les explants adhérents à la surface des puits et les cellules migrent en dehors de 

l’explant.  

La prolifération est alors testée en synchronisant les cellules durant 12 heures dans du DMEM 

contenant du Glutamax, 4,5g/L de glucose, Pénicilline, Streptomycine. Après 12 heures, les 

cellules sont traitées avec ou sans PK2 5nM et 10nM pendant 24 heures. Les cellules sont 

ensuite fixées à l’aide de formaldéhyde 3.7% (Sigma Aldrich) durant 1 heure à 4°C puis les 

co-immunofluorescences indirectes sont effectuées.  

 

2. Co-immunofluorescence indirecte 

 

Les cellules fixées sont saturées à l’aide d’une solution de tampon de phosphate salin (PBS ou 

Phosphate Buffered-Saline) contenant 10% de sérum d’âne (Sigma Aldrich) et 0.05% de 

triton-X durant 1 heure à température ambiante suivie d’un lavage au PBS. Les cellules sont 

ensuite incubées à l’aide d’une solution de PBS contenant 1% de sérum d’âne, 0.05% de 

triton-X, 1/250 d’anticorps primaire de lapin anti epicardin (anti-Tcf21, abcam) et  de chèvre 

anti Ki67 (Santa Cruz) durant la nuit à 4°C. Après l’incubation sur la nuit, les lames sont 

lavées au PBS puis incubées avec les anticorps secondaires anti lapin couplés au fluorophore 

Alexa 555 et anti chèvre couplés au fluorophore Alexa 488 (Invitrogen). Les lames sont 

ensuite montées grâce au milieu de montage Vectashield (Vector Laboratories) contenant du 

4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les photos sont prises à l’aide d’un microscope en 

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Cell-Culture/Mammalian-Cell-Culture/Classical_Media/dmem.html
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fluorescence Leica DM 4000. L’acquisition des images s’est faite à l’aide du logiciel Leica 

Application Software Advanced Fluorescence (LAS AF). La quantification s’est faite par le 

comptage du nombre de cellules epicardin
+
 ou ki67

+
 normalisé par rapport au nombre de 

noyaux marqué au DAPI. 

 

B. Culture d’une population homogène de cellules epicardin
+
 isolées à partir de 

tissus rénal et cardiaque 

 

Le facteur epicardin est un facteur de transcription de type boucle-hélice-boucle. Il a été 

récemment démontré que la protéine BETA2/NeuroD, de la famille des facteurs de  

transcription de type boucle-hélice-boucle, nécessite les héparanes sulfates de protéoglycanes 

pour son attachement à la membrane (Noguchi et al., 2007). La protéine BETA2/NeuroD 

étant un facteur de transcription, cette étude démontre que cette protéine subit un trafic 

cellulaire. Ainsi, l’epicardin, faisant partie de la même famille de protéine, est exprimée au 

niveau cytoplasmique et nucléaire (Plotkin and Mudunuri, 2008). Nous avons voulu démontré 

l’expression du facteur epicardin à la membrane des cellules epicardin
+
. 

 

1. Isolation des cellules epicardin+ 

a. Biotynilation de l’anticorps 

 

Les cellules epicardin
+
 des cœurs et reins de souris néonatales sont isolées en utilisant 

l’anticorps anti-POD-1 ou epicardin de Santa Cruz (sc-15006) qui reconnait la partie N-

terminale de la protéine epicardin. Cette anticorps est biotynilé par l’utilisation du kit « DSB-

X Biotin Protein labeling » d’Invitrogen. L’anticorps est incubé durant 2 heures dans une 

solution contenant 1M de bicarbonate de sodium et de biotine succinimidyl ester DSB-X. Il 

est ensuite placé dans une membrane à dialyse avec une limite d’exclusion de 12kDa-14kDa. 

Le tout est incubé dans une solution de PBS durant 6 heures. Le lavage est renouvelé 3 fois. 

L’anticorps est aliquoté et conservé à -20°C. 
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b. Isolation des cellules 

 

Les cœurs et reins sont extraits des souris néonatales puis découpés dans une solution 

enzymatique (116mM de chlorure de sodium (NaCl), 5.4mM de chlorure de potassium (KCl), 

1mM de sodium dihydrogène phosphate (NaH2PO4), 0.8mM de sulfate de magnésium 

(MgSO4), 5.5mM glucose, 20mM d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 

ou HEPES) contenant 0.5mg/ml de collagénase de type V et 1mg/ml de pancréatinine. 

Le tissu est digéré durant 45 minutes à 37°C puis 20ml de DMEM contenant du Glutamax, 

4,5g/L de glucose, 15% FCS, Pénicilline, Streptomycine sont ajoutés. Les cellules sont filtrées 

à travers un tamis cellulaire de 70µm de diamètre et centrifugées durant 5 minutes à 1900 

rotation par minute (RPM).  

Le culot cellulaire est suspendu dans 1 ml de tampon d’isolation (2% d’albumine de sérum 

bovin (BSA), 2mM d’acide ethylène diamine tétraacétique (EDTA)) et un volume adéquat 

d’anticorps anti-epicardin couplé à la biotine est ajouté (1µg pour 10^6 cellules). Les cellules 

sont placées à 4°C pendant 20 minutes. Elles sont ensuite lavées à l’aide de 2ml de tampon 

d’isolation puis centrifugées. 

Le culot est suspendu dans 1ml de tampon d’isolation et 85µl de dynabeads (Invitrogen) sont 

ajoutés pour permettre la sélection des cellules epicardin
+
. Après 30 minutes sous agitation, 

les cellules sont placées sur un aimant et les cellules aspécifiques sont éliminées. Un volume 

de 1ml de tampon de libération (Invitrogen) est ajouté et les cellules sont incubées 20 minutes 

à température ambiante sous agitation (Cf. figure 18 pour une schématisation du protocole). 

Les cellules epicardin
+
 sont ensuite récupérées et cultivées sur des plaques contenant 6 ou 

puits, recouverts de 1% de gélatine, dans du DMEM contenant du Glutamax, 4,5g/L de 

glucose, 15% FCS, Pénicilline, Streptomycine durant 72 heures. 

Les cellules rénales sont cultivées par la suite dans du DMEM contenant  du Glutamax, 

4,5g/L de glucose, 10% FCS, Pénicilline, Streptomycine. 

Les cellules cardiaques sont cultivées dans du DMEM contenant  du Glutamax, 4,5g/L de 

glucose, 15% FCS, Pénicilline, Streptomycine.  

Les cellules sont cultivées jusqu’à confluence puis trypsinées pour les expériences de 

caractérisation et de différenciation. 
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2. Caractérisation de l’expression du facteur epicardin sur une population de 

cellules progénitrices rénales 

 

a. Analyse par western blot 

 

 Protocol expérimental 

Après confluence, les cellules sont détachées à l’aide de 0.5% trypsine-EDTA (Invitrogen) 

pendant 5 minutes puis centrifugées à 1300 RPM  durant 5 minutes. Les cellules sont 

suspendues dans 400µl de PBS froid puis à nouveau centrifugées et suspendues dans les 

tampons d’extraction : 

 Cytoplasmique : 0.1% digitonin, 100mM NaCl, 300mM Sucrose, 10mM d’acide 

pipérazine- N, N’ bis (2- éthane- sulfonique) ou PIPES pH6.8, 3mM de chlorure de 

magnésium (MgCl2), 5mM EDTA, 2mM de sodium orthovanadate (Na3VO4), 50µM 

ammonium molybdate, inhibiteur de protéase ; 

  Membranaire : 0.5% Triton-X-100, 100mM NaCl, 300mM sucrose, 10mM PIPES 

pH7.4, 3mM MgCl2, 3mM EDTA, 2mM Na3VO4, 50µM ammonium molybdate, 

inhibiteur de protéase ; 

  Nucléaire : 1% Tween-40, 100mM NaCl, 0.5% Sodium dodécyl sulfate (SDS), 

10mM PIPES pH7.4, 1mM MgCl2, 2mM Na3VO4, 50µM ammonium molybdate, 

inhibiteur de protéase ;  

 

Pour les fractions membranaires et cytoplasmiques, les cellules sont incubées 5 minutes à 4°C 

puis centrifugées à 400g et 5000g, respectivement, durant 10 minutes. Le surnageant 

contenant les protéines est récupéré. 

Pour la fraction nucléaire, les cellules sont homogénéisées dans la glace à l’aide d’une 

seringue 23G puis centrifugées à 7000g durant 10 minutes. Le surnageant contenant les 

protéines est récupéré. Les protéines sont utilisées par la suite pour l’analyse par western blot. 

 

Après leur extraction, les protéines sont dénaturatées dans un tampon de Laemmli 2xSDS à 

100°C pendant 3 minutes. Un gel de séparation contenant 12% de polyaccrilamide est 

préparé, coulé et polymérisé à température ambiante (acrylamide 12%, tris-chlorure 

d’hydrogène (HCl) pH8.8, dH2O, SDS 20%, APS 10%, Temed). Le gel de concentration 
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(acrylamide, tris-Hcl pH6.8, SDS 20%, sodium persulfate (APS) 10%, Temed) est ensuite 

préparé, coulé puis polymérisé à température ambiante. Un volume adéquat de protéine est 

déposé puis le tout est migré à 80V pendant 30 minutes afin de permettre une entrée 

homogène de chaque échantillon dans le gel de séparation. La migration sur le gel de 

séparation se fait pendant 3 heures à 100V. Les protéines sont ensuite transférées sur une 

membrane polyvinylidene fluoride (PVDF), pendant 1 heure sous agitation à 4°C à 100V. La 

membrane est rincée avec du PBS additionné de 0.5% de Tween (PBS-T) puis saturée avec 

50mL de tampon de saturation pendant 1 heure. La membrane est finalement incubée toute la 

nuit à 4°C avec l’anticorps primaire de chèvre anti-epicardin (anti-TCF21, Santa Cruz). Le 

lendemain, la membrane est lavée avec du PBS-T puis incubée avec l’anticorps secondaire 

anti chèvre couplé à la peroxydase de raifort (Horse Radish peroxydase). La révélation se fait 

à l’aide d’une réaction de chemiluminescence grâce au kit « Supersignal West Pico 

Chemiluminescant Substrate » par exposition des membranes de PVDF sur des films 

photographiques.  

 

 Résultats obtenus 

 

L’analyse par Western blot des échantillons membranaires, cytoplasmiques et nucléaires 

extraits à partir des cellules epicardin
+
 a permis de confirmer la présence de la protéine 

epicardin à la fois sur la membrane cellulaire, la fraction cytoplasmique et nucléaire (Cf. 

figure 18). Elle confirme une précédente étude qui avait démontré l’expression de la protéine 

epicardin au niveau cytoplasmique et nucléaire (Plotkin and Mudunuri, 2008).  

 

b. Analyse par immunofluorescence 

 

 Protocol expérimental 

Les cellules ont été cultivées, directement après leur isolation sur une boite de pétrie munie 

d’un fond en verre de 0.17µm d’épaisseur, recouverte de 1% de gélatine. Les cellules sont 

cultivées durant 72 heures dans du DMEM contenant du Glutamax, 4.5g/l de glucose, 15% 

FCS, Pénicilline, Streptomycine. Après 72 heures, le milieu est retiré et 

l’immunofluorescence est pratiquée sur cellules vivantes : Les cellules sont 
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1)  saturées à l’aide d’une solution de PBS contenant 10% de BSA (Bovine Serum 

Albumine, Sigma Aldrich) pendant 1 heure à température ambiante ; 

2) lavées et incubées avec l’anticorps primaire de chèvre anti-epicardin (anti-POD1, 

Santa Cruz reconnait la partie N-terminale de la protéine) contenu dans une solution 

de PBS + 1% de BSA durant 1 heure à température ambiante ;  

3) sont lavées et incubées avec la solution d’anticorps secondaires, contenant l’anticorps 

secondaire anti chèvre couplé à l’Alexa 488 et 1% BSA dans du PBS, durant 1 heure à 

température ambiante et dans le noir.  

Les cellules sont ensuite analysées par microscopie confocale de type Leica SP5 à scanner 

résonnant. L’acquisition des images s’est faite à l’aide du LAS AF.  

 Résultats obtenus 

L’analyse par microscopie confocale, révèle l’expression du facteur de transcription epicardin 

à la surface des cellules epicardin
+
 (Cf. figure 18). Elle confirme les résultats obtenus par 

western blot qui a également démontré l’expression membranaire de la protéine epicardin.  

 

c. Analyse par FACS de la pureté de la population de cellules epicardin
+
 isolées des 

cœurs et reins de souris néonatales 

 

 Protocol expérimental 

Les cellules sont détachées à l’aide de 0.05% trypsine-EDTA (Invitrogen) puis préparées pour 

l’analyse par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) : 

 Marquage extracellulaire : les cellules sont centrifugées à 1900 RPM pendant 5 

minutes puis suspendues dans 200µl de PBS. Un volume adéquat d’anticorps de 

chèvre anti-epicardin (anti-POD1, Santa Cruz) est ajouté (0.5µg pour 10
6
 cellules) 

puis les cellules sont incubées 1 heure à 4°C. Elles sont lavées à l’aide de PBS, 

centrifugées et suspendues dans 200µl de PBS. Les anticorps anti-CD117-PE (c-Kit, 

Caltag Laboratories) et anti chèvre couplé à l’Alexa 488 (Invitrogen) sont ajoutés. Les 

cellules sont incubées 1 heure à 4°C dans le noir puis analysées par FACS et par le 

logiciel BD Cell Quest Pro (Becton-Dickinson Biosciences, Le Pont De Claix, 

France) ; 
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 Marquage intracellulaire : les cellules sont centrifugées 1900 RPM durant 5 minutes 

puis suspendues dans 200µl de formaldéhyde 1% et incubées 20 minutes à 

température ambiante. Elles sont lavées avec un tampon de marquage (2% BSA, 0.2% 

d’azide de sodium ou NaN3) puis centrifugées. Le culot cellulaire est suspendu dans 

200µl de tampon de perméabilisation (2% BSA, 0.2% NaN3, 0.1% Saponine). Les 

anticorps chèvre anti-epicardin (anti-POD1, Santa Cruz)  ou lapin anti WT-1 (Santa 

Cruz) sont ajoutés et les cellules sont incubées 1 heure à 4°C. Elles sont ensuite lavées 

avec le tampon de perméabilisation, centrifugées puis suspendues dans le même 

tampon. Les anticorps secondaire anti-chèvre ou anti-lapin couplés à l’Alexa 488 sont 

ajoutés. Les cellules sont incubées 1 heure à 4°C dans le noir. Elles sont ensuite lavées 

et analysées par FACS et par le logiciel BD Cell Quest Pro (Becton-Dickinson 

Biosciences, Le Pont De Claix, France). 

 

 Résultats obtenus  

L’analyse par FACS a, dans un premier temps, permis de confirmer l’expression du facteur 

epicardin sur la membrane des cellules epicardin
+
. En effets, le marquage extracellulaire, 

n’utilisant pas de détergent, a mis en évidence que le pourcentage de cellules epicardin
+
 

cardiaques et rénales était de l’ordre de 60.80% (±4.52%) et 48.06% (±4.98%), 

respectivement, après isolation par la méthode des billes immunomagnétiques (Cf. figure 18).  

Ces résultats confirment ce que nous avons révélé précédemment : l’expression de la protéine 

epicardin à la membrane cellulaire.  

Par ailleurs, ce même marquage a démontré la présence d’une sous-population de cellules 

epicardin
+
 exprimant le facteur c-Kit. En effet, 2.05% (±0.19%) et 2.61% (±0.78%) des 

cellules epicardin
+
 rénales et cardiaques, respectivement, exprimaient le facteur c-Kit (Cf. 

figure 18).  

Afin de tester la pureté de la population cellulaire étudiée nous avons effectué un marquage 

intracellulaire à l’aide de détergent. Le marquage intracellulaire des cellules epicardin
+
 

cardiaques a démontré que 97.38% (±0.14%) des cellules exprimaient le marqueur epicardin 

alors que 95.19% (±0.30%) exprimaient le marqueur WT1. Concernant les cellules epicardin
+
 

rénales, 96.12% (±0.26%) et 93.72 % (±0.54%) exprimaient les facteurs epicardin et WT1, 

respectivement (Cf. figure 18). Ces résultats ont permis de valider cette méthode d’extraction 

des cellules epicardin
+
. 
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Figure 18. Protocole d’isolation des cellules epicardin
+
 et caractérisation 

A) Protocole d’isolation ; B) Analyse de l’expression protéique du facteur de transcription 

epicardin par western blot sur des fractions membranaires, cytoplasmiques et nucléaires 

extraites de cellules epicardin
+
 ; C) Détection du facteur epicardin sur des cellules 

progénitrices vivantes par immunofluorescence indirecte puis analyse en microscopie 

confocale ; D et E) Analyse par FACS du pourcentage de cellules epicardin
+
, c-Kit

+
 et WT1

+
. 

Marquage extracellulaire (D) et intracellulaire (E) des cellules epicardin
+
 après isolation par 

les billes immunomagnétiques. 
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d. Analyse de l’expression génique par PCR semi-quantitative 

 

 Extraction des ARN sur les échantillons cellulaires 

La purification des ARN totaux à partir des échantillons cellulaires est effectuée par ajout de 

1ml de tampon de lyse contenant du thiocyanate de guanidine. Le lysat cellulaire est incubé 5 

minutes à température ambiante puis transféré dans des tubes eppendorfs. Un volume de 50µL 

de BAN est ajouté puis les lysats sont centrifugés pendant 15 minutes à 12000 RPM. La phase 

aqueuses est récupérée et lavée à l’aide de 500µl d’isopropanol. Le tout est incubé 10 minutes 

à température ambiante puis centrifugé 10 minutes à 12000 RPM à 4°C. Le culot d’ARN est 

récupéré et lavé à l’aide d’éthanol 80% contenu dans de l’eau traitée au diethyl pyrocarbonate 

(DEPC). Le tout est centrifugé 5 minutes à 7500 G. Le surnageant est éliminé, l’ARN est 

séché à l’air libre et dissout dans un volume adéquat d’eau traitée au DEPC.  

La concentration des ARN après extraction est estimée en mesurant l’absorbance optique à 

260nm  (1 A260 =  concentration de 40µg/L). La formule 40µg/ml  x A260 x facteur de 

dilution est utilisée pour le calcul de chaque concentration. Le profil des ARN est visualisé 

par électrophorèse sur un gel d’agarose 2.5% contenant du bromure d’éthidium. Deux bandes 

d’ARN ribosomales 25s et 18s sont identifiées à 3.3Kb et 1.6Kb, respectivement. 

 

 Retrotranscription des ARN  

Avant la rétro transcription, chaque échantillon d’ARN est traité par une endonucléase pour 

éliminer toute contamination par l’ADN génomique. On utilise le Kit « Dnase I RNase Free » 

de Fermentas. L’activité enzymatique est dépendante de la présence d’ions calcium, Mg2
+
, 

Mn2
+
.  Le mélange, ARN 5µg, tampon 10x 2.5µL ; DEPC H2O qsp 25µL, Dnase I (2U/µg) 

2.5µL, est incubé à 37°C  pendant 30 minutes. L’arrêt de la réaction est fait grâce à l’ajout de 

2.5µL EDTA à 25mM à 65°C. 

 La rétro transcription est ensuite réalisée en utilisant le kit « Superscript II reverse 

transcriptase (RT) » (Invitrogen, 200U/µl). Les échantillons d’ARN traités auxquels sont 

ajoutés les Oligo-dT et les désoxynucléotide triphosphate (dNTP) sont incubés 5 minutes à 

65°C. Les échantillons sont transférés  rapidement dans la glace puis 4µl de tampon + 2µl de 

Dithiothreitol (DTT) sont ajoutés. Le tout est incubé à 42°C pendant 2 heures. Un volume de  
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1µL de RT  est ensuite additionné au mélange précédent. Le tout est laissé 50 minutes à 42°C 

suivi d’une étape de 15 minutes à 72°C. 

 

 PCR semi quantitative 

La réaction en chaîne de la polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR) assure une 

amplification exponentielle et sélective d’un fragment d’ADN. A 2μL de la réaction de 

matrice sont ajoutés 23 μL du mélange suivant : 2.5 μL de tampon de la Taq acide 

désoxyribonucléotide (ADN) polymerase 10X contenant du MgCl2 (Fermentas); 0.25μL d’un 

mélange de dNTP (10 mM chacun) ; 0,1µg/ μL pour chacune des deux amorces 5’ et 3’ 

utilisées (Sigma Aldrich) ; 0.25µl de l’enzyme Taq ADN polymerase (Fermentas). La réaction 

est complétée à 23μL avec de l’eau milliQ autoclavée. La réaction est effectuée dans des 

conditions différentes selon les séquences des oligonucléotides utilisées (Cf. tableau 4).  Une 

première étape de dénaturation du double brin d’ADN à 94°C, pendant 5 min ; un cycle de 3 

étapes répétés 30 à 45 fois selon la nature de la matrice à amplifier : dénaturation 30 secondes 

à 1 minute ; 94°C hybridation amorce-matrice de 30 secondes à 1minute à une température 

dépendante de la température d’hybridation (Tm ou Tm - 4°C); élongation de l’amplicon (1 

min pour une synthèse de 1000 pb environ) à 72°C. La réaction s’achève par une élongation 

finale de 10 minutes à 72°C. Les produits PCR sont séparés sur un gel d’agarose 2 % (p/v)  - 

tris acétate EDTA (TAE) 0,5X. 

Tableau 4. Séquences des oligonucléotides utilisés pour l’analyse de l’expression des gènes 

des cellules epicardin
+ 

Gène   Séquence 5’ – 3’ 

GAPDH Foward  5' TCGGGCCGGTGCTGAGTA 

  Reverse 5' CCACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG 

SMAD1 Foward  5' CGTCCAACAATAAGAACCGCTT 

  Reverse 5' CACGGATGAAATAGGATTGTGG 

EPICARDIN Foward  5' TGCTGAGCAAGGCCTTCTCC 

  Reverse 5' TGGCGGTCACCACTTCCTT 

GATA-5 Foward  5' CGACGTAGCCCCTTCGTGG 

  Reverse 5' GCCACAGTGGTGTAGACAG 

c-Myc Foward  5' CTCCTCGAGCTGTTTGAAGGC 

  Reverse 5' TGAAGGTCTCGTCGTCAGGATC 

FOXD1 Foward  5' CTGGTGAAGCCTCCCTACTC 

  Reverse 5' GCCGTTGTCGAACATGTCTG 

Tbx5 Foward  5' CGCAGGGCCAGGGCACACCA 

  Reverse 5' GCCAGAGACACCATTCTTCAC 
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 Résultats obtenus 

 

 

 

 

 

Figure 19 Analyse de l’expression génique des gènes Gapdh, Smad, Epicardin, Gata5, c-

myc, Foxd1, Tbx5, Pkr1 sur des échantillons de cellules epicardin
+
 cardiaques (cEpi

+
) et 

rénales (rEpi
+
). 

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; SMAD1 : Mothers against 

decapentaplegic homolog 1 ; FOXD1 : forkhead box D1. 

 

3. Protocol de différenciation 

a. Vasculogenèse 

 

Les cellules sont détachées puis mises en culture dans une chambre de culture 8 puits, 

recouverte  de 1%  de gélatine, à une densité de 10
4
 cellules par puits, dans du DMEM  

contenant du Glutamax, 4.5g/l de glucose, 10% FCS, Pénicilline, Streptomycine  pendant 72 

heures. Après 72 heures,  le DMEM  contenant du Glutamax, 4.5g/l de glucose, 2% FCS 

(cellules cardiaques) ou sans FCS (cellules rénales), Pénicilline, Streptomycine  est renouvelé. 

Les cellules sont traitées avec ou sans PK2 5nM et 10nM pendant 24 heures (à l’exception de 

la différenciation en cellules endothéliales des cellules epicardin
+ 

cardiaques qui est 

maintenue pendant 72 heures). Les cellules sont ensuite fixées à l’aide de formaldéhyde 3.7% 

(Sigma Aldrich) et sont utilisées pour une immunofluorescence indirecte. 

L’immunofluorescence indirecte standard ciblant les cellules endothéliales a déjà été décrite 

précédemment. L’anticorps primaire employé est un lapin anti récepteur 2 du VEGF 

(VEGFR2, Abcam) et l’anticorps secondaire employé est un anti lapin couplé à l’Alexa 488 

ou 555.  
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Pour les anticorps monoclonaux de souris  anti α-SMA ciblant les CML, il a été nécessaire de 

saturer les immunoglobulines de souris endogènes avec le kit d'immunodétection Vector® 

Mouse-on-Mouse. Les cellules fixées sont incubées pendant 1 heure dans la solution M.O.M. 

™ Mouse Ig Blocking Reagent (0.1% triton-X, 1/100 Mouse IgG blocking reagent). Les 

cellules  sont lavées au PBS puis incubées pendant 5 minutes dans la solution de travail 

M.O.M. ™ Diluent (0.1% triton-X, 1/20 MOM protein concentrate) L’excès de M.O.M. ™ 

Diluent est enlevé des lames contenant les cellules puis l'anticorps primaire mouse anti α-

SMA (Sigma Aldrich) est dilué dans le M.O.M. ™ Diluent à une concentration appropriée. 

L’anticorps primaire est incubé sur la nuit à 4°C. Les cellules sont lavées à l’aide de PBS puis 

incubées  avec la solution de M.O.M. ™ Biotinylated Anti-Mouse IgG Reagent durant 30 

minutes à température ambiante. Les cellules sont lavées au PBS et  incubées à l’aide 

d’avidine fluorescéine DCS (kit M.O.M. ™) pendant 15 minutes. Les lames sont ensuite 

lavées puis montées grâce au milieu de montage Vectashield (Vector Laboratories) contenant 

du DAPI.  

Les photos sont prises à l’aide d’un microscope en fluorescence Leica DM 4000. 

L’acquisition des images s’est faite à l’aide du logiciel LAS AF. La quantification s’est faite 

par le comptage du nombre de cellules endothéliales VEGFR2
+
 ou du nombre de CML α-

SMA
+
 normalisé par rapport au nombre de noyau DAPI. 

 

b. Adipogenèse 

 

Les cellules sont détachées puis mises en culture dans une chambre de culture 8 puits, 

recouverts de 1% de gélatine à une densité de 2x10
4
 cellules dans du DMEM  contenant du 

Glutamax, 4.5g/l de glucose, 10% FCS, Pénicilline, Streptomycine, pendant 72 heures. Quatre 

conditions sont utilisées : 

 Une condition contrôle sans aucun traitement ; 

 Une condition PK2 avec un traitement de 5nM à la PK2 la veille du jour 4 et 10 

d’induction d’adipogenèse ; 

 Une condition MIX où la différenciation est induite au jour 4 par un traitement 

contenant 0.25µM dexamethasone ou DMX ; 0.5mM isobuthylxanthine ou IBMX et 
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10µg/mL d’insuline pendant 48h. Au jour 6, le milieu est changé et 10µg/ml 

d’insuline sont ajoutés. Au jour 8, le milieu est changé et les cellules sont cultivées 

pendant 2 jours sans traitement. Les mêmes traitements sont effectués dans l’ordre au 

Jour 10, Jour 12 et 14 ; 

 Une condition PK2
+
MIX qui est identique à la condition MIX à la différence que les 

cellules subissent des prétraitements à la PK2 la veille des traitements au DMX, 

IBMX et insuline soit les jours 3 et 9.  

Après la fin de la différenciation, les cellules sont fixées au formaldéhyde 3.7% (Sigma 

Aldrich) puis marquées à l’oil red (0.5mg/mL d’oil red dans 100% d’isopropanol puis 

dilution de la solution stock pour obtenir une solution à 60% isopropanol). L’acquisition 

des images s’est faite à l’aide d’un microscope inversé équipé d’un objectif 40x. La 

quantification s’est faite par le comptage du nombre de cellules contenant des gouttes 

lipidiques colorées à l’oil red normalisé par rapport au noyau DAPI. 

c. Cardiomyogenèse 

 

Les cellules epicardin
+
 cardiaques sont détachées à l’aide de 0.05% trypsine-EDTA 

(Invitrogen) puis mises en culture dans des chambres de cultures 8 puits recouvertes de 1% de 

gélatine dans du DMEM contenant du Glutamax, 4.5g/l de glucose, 15% FCS, Pénicilline, 

Streptomycine. Les cellules sont cultivées 72 heures jusqu’à adhésion complète et le milieu de 

différenciation contenant 10mM Glycérophosphate (Sigma Aldrich), 50µg/ml Acide 

Ascorbique (Sigma Aldrich), 1µM de DMX (Sigma Aldrich) est ajouté. Il sera nommé CM. 

Trois conditions on été utilisées : 

 CM comprenant le milieu de différenciation 

 CM + PK2 : comprenant le milieu de différenciation + 10nM de PK2 

 CM+FGF : comprenant le milieu de différenciation + 25ng/ml de FGF-2  

 CM+PK2+FGF : comprenant le milieu de différenciation + 10nM PK2
 
+ 25ng/ml de 

FGF-2 

Le milieu est changé toutes les 48 heures durant 30 jours. Après les 30 jours de culture, les 

contractions cellulaires sont recherchées et mesurées par un vidéo microscope Leica DM 
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IRE2 inversé en contraste de phase équipé d’un objectif 20x, et d’une chambre d'acquisition 

et de contrôleurs de température. L’acquisition des images s’est faite par le logiciel 

MetaMorph d'Universal Imaging, toutes les 10 millisecondes pour un total de 400 à 800 

frames. Les mesures de contraction ont été faites à l’état basal ou avec un traitement à la 

dobutamine 1µM. Après acquisition des images, le temps de contraction est ramené en 

battements par minute grâce au logiciel imageJ. 

Après la mesure des contractions, les cellules sont fixées à l’aide de formaldéhyde 3.7% 

(Sigma Aldrich). Par la suite, la présence des filaments α-actine cardiaques ont été détectés à 

l’aide d’une immunofluorescence indirecte standard décrite précédemment. L’anticorps 

primaire utilisé est un souris anti α-actine cardiaque et l’anticorps secondaire est un anti souris 

couplé à l’Alexa 555. Les photos sont prises à l’aide d’un microscope en fluorescence Leica 

DM 4000. L’acquisition des images s’est faite à l’aide du logiciel LAS AF. 

 

II. Travail in vivo 

A. Génération des souris PKR1
-/-

 

 

La génération des souris hétérozygotes contenant des sites LoxP localisés entre les sites 5’ et 

3’ de l’exon II de l’ADN génomique du GPR73 (PKR1) a été effectuée à l’Institut Clinique de 

la Souris (Illkirch). L’ADN génomique du gène codant pour PKR1 (GPR73) a été obtenu du 

Dr. Hetzog (Australie). Pour générer les souris KO conditionnel, une stratégie a été élaborée 

afin d’introduire différentes séquences : les sites loxP et  la cassette de résistance à la néomycine. 

Cette dernière
 

code pour une enzyme qui inactive la néomycine et ses dérivés qui sont létales pour 

les cellules animales, ce qui permet une sélection positive des cellules traitées à la néomycine. Un 

plasmide pneo-frt-GPR73-stepfi est généré en clonant le gène Gpr73 sur un vecteur de 

ciblage. Afin d’obtenir une inactivation conditionnelle du gène Gpr73 les CSE sont 

électroporées de vecteur de ciblage contenant les sites LoxP localisés au niveau de l’intron en 

amont de l’exon II et le deuxième site LoxP lié à la cassette néomycine est localisé au niveau 

de l’intron en aval de l’exon II. Les colonies résistantes à 350µg/ml de Geneticine sont 

déterminées par southern blot. Les mâles chimériques dérivés des cellules embryonnaires 

cibles transmettent l’allèle GPR73 flanqué à leur lignée germinale GPR73
L3/+

. Pour obtenir 

une invalidation du gène Pkr1, ces souris ont été croisées avec des souris transgénique 
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exprimant la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur cytomégalovirus (CMV). Ce 

croisement a donné lieu à la génération d’une souris mutante hétérozygote GPR73
L+/-

 . Ces 

dernières ont été inter-croisées pour permettre l’invalidation du gène Gpr73 de façon 

homozygote donnant lieu à la génération de souris GPR73
L-/- 

. Les souris ont été génotypées 

par PCR à l’aide de primer spécifique (Cf. Tableau 5). L’expression de PKR1 est ensuite 

contrôlé par l’extraction des ARN des cœurs WT et PKR1
-/-

, leur retrotransciption et l’analyse 

par RT-PCR (Cf. figure 20). 

Tableau 5. Séquences des oligonucléotides utilisés pour le génotypage des souris PKR1
-/-

 

Gène   Séquence 5’-3’ 

PKR1 Foward  5' TCTGGGTGAGAATACCACCAG 

  Reverse 5' GAGACGGTACGCCAAGTAGTT 

973 Foward  5' GTGTTCACACAGGGATTGGGGTTTAG 

828 Reverse 5' GGGTGTGAGGTGGGATTAAGTCAC 

826 Foward  5' GACTGGACATCTAGTGGTTAGTCAGG 
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Figure 20. Génération des souris PKR1
-/-

.  

A) Vecteur de ciblage comportant l’exon II du gène GPR73 flanqué des sites LoxP. B,C) La 

recombinaison homologue du vecteur d’invalidation dans les CSE est mise en évidence par 

Southern Blotting (C) en clivant leur ADN génomique par l’enzyme BamHI. Cette digestion 

génère un fragment de 6.8 Kb correspondant à l’allèle muté et un fragment de 10.7Kb qui 

correspondant à l’allèle sauvage. D) Génotypage des queues de souris avec les 

oligonucléotides cités ci-dessus spécifiques pour les souris Wild Type (WT) (826/828) et 

PKR1
-/-

 (973/828). E) RT-PCR des ARN extrait de cœurs WT et PKR1
-/-

 démontrant la 

délétion de PKR1 dans les cœurs PKR1
-/- 

(Urayama et al., 2008) 
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B. Génération des souris epi-PKR1
-/-

 

 

La génération des souris homozygotes dite GPR73
L2/L2 

contenant des sites LoxP localisés 

entre les sites 5’ et 3’ de l’exon II de l’ADN génomique du GPR73 (PKR1) a été effectuée à 

l’Institut Clinique de la Souris (Illkirch). Pour obtenir une invalidation du gène 

spécifiquement au niveau de l’épicarde,  les souris GPR73
L2/L2 

 ont été croisées avec une 

lignée de souris exprimant la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur GATA-5 

(provenant du Dr. Ruiz-Lozano). Les génotypes obtenus ont été les suivants : 50% GATA5-

Cre
+
/ GPR73

L2/+ 
et 50% GATA5-Cre-/ GPR73

L2/- 
. Les souris GATA5-Cre

+
/ GPR73

L2/+  
sont à 

nouveau croisées avec la lignée GPR73
L2/L2 

 et les génotypes obtenus dans la même 

proportion sont GATA5-Cre
+
/ GPR73

L2/+ 
; GATA5-Cre-/ GPR73

L2/+ 
; GATA5-Cre

+
/ 

GPR73
L2/L2 

; GATA5-Cre-/ GPR73
L2/L2

. Les souris GATA5-Cre
+
/GPR73

L2/L2 
 sont à nouveau 

croisées avec la lignée GPR73
L2/L2 

 et deux génotypes aux mêmes proportions sont obtenus : 

GATA5-Cre
+
/ GPR73

L2/L2 
; GATA5-Cre-/ GPR73

L2/L2
. La première correspondant au 

génotype mutant et appelée epi-PKR1
-/-

 et la seconde comme souris sauvage appelé WT. Les 

génotypes sont caractérisés à l’aide de primer spécifique reconnaissant les sites floxés ainsi 

que l’expression de la Recombinase Cre (Cf. Tableau 6 et figure 21). 

 

Tableau 6. Séquences d’oligonucléotides utilisés pour le génotypage des souris epi-PKR1
-/-

 

Gène   Séquence 5’-3’ 

Cre Foward  5' ATCTTCCAGCAGGCGCACCATTGCCCCTGT 

 Cre Reverse 5’ TGACGGTGGGAGAATGTTAATCCATATTGG 

828 Reverse 5' GGGTGTGAGGTGGGATTAAGTCAC 

826 Foward  5' GACTGGACATCTAGTGGTTAGTCAGG 
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Figure 21.  Génotypage des souris WT et epi-PKR1
-/-

. 

Cre correspond aux bandes de la Recombinase Cre ; 826/828 correspond aux allèles du gène 

codant Gpr73 floxés ; L2 : présence des allèles flanqués en homozygote 
+
/-, hétérozygote 

-/-
 ou 

non flanqué 
+
/
+
. 

 

C. Coloration des tissus  

1. Coupes des tissus avant coloration 

a. Coupes paraffines  

 

Les cœurs et reins sont extraits des souris néonatales (après décapitation) et de 24 semaines 

(après dislocation cervicale) puis sont fixés dans du liquide de Bouins sous agitation à 

température ambiante ; déshydratés dans des bains d’alcool de degré croissant (70°C à 

absolue) ; infiltrés par de l’Histosol et inclus dans la paraffine. Des coupes longitudinales de 

5µM d’épaisseur sont réalisées à l’aide d’un microtome. 

 

b. Cryocoupes  

 

Les cœurs ou reins sont extraits des souris néonatales (après décapitation) ou de 24 semaines 

(après dislocation cervicale) et inclus dans une matrice de soutien  (Shandon Cryomatrix, 
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ThermoFisher)  puis congelés dans de l’azote liquide et conservés à -80°C.  Des coupes 

longitudinales ou transversales de 5µM d’épaisseur sont réalisées à l’aide d’un cryostat à une 

température de -20°C. 

 

2. Coloration au trichrome de Mallory 

 

Les colorations au trichrome de Mallory sont effectuées au service d’histologie de l’IGBMC.  

 

3. Coloration à l’oil red 

 

Les cryocoupes de 5µm sont fixées à l’aide de formaldéhyde 3.7% (Sigma Aldrich) durant 30 

minutes puis rincées 3 fois 1 minutes à l’eau distillé. Les coupes sont ensuite colorées à l’aide 

d’une solution de triethyl phosphat 36% (Sigma Aldrich) contenant 0.5% d’oil red (Sigma 

Aldrich) durant 30 minutes. Les lames sont rincées à l’eau distillée puis contre colorées à 

l’hématoxyline (1/100) durant 5 minutes. Elles sont ensuite montées entre lame et lamelle à 

l’aide d’un milieu de montage aqueux. Les photos sont prises au microscope droit Leica DM 

2500 B équipé d’un objectif à immersion 100x. L’acquisition des images est faite à l’aide du 

logiciel LAS AF. 

Les gouttelettes lipidiques sont quantifiées à l’aide du logiciel imageJ. L’image 32bts est 

convertie en noir et blanc, le threshold de chaque image est ajusté et le nombre de spot est 

quantifié automatiquement 

 

4. Coloration au « Succinate Déshydrogénase » (SDH) 

 

Les lames de 5µm sont séchées et trempées dans une solution de travail (0.2M potassium 

hydrogénophosphate (KH2PO4), 0.2M de sodium hydrogénophosphate (Na2HPO4), 0.2M de 

sodium succinate, 10mg/ml de Nitro blue Tétrazodium, pH 7.35) à 37°C durant 10 minutes 

puis lavées à l’eau distillé. Les lames sont ensuite déshydratées dans des bains d’alcool 

croissant (95°-95°-100°) puis d’Histosol. Les lames sont montées à l’aide d’un milieu de 
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montage aqueux. Les photos sont prises au microscope droit Leica DM 2500 B équipé d’un 

objectif à immersion de 100x. L’acquisition des images est faite à l’aide du logiciel LAS AF. 

Par la suite, l’intensité de couleur est analysée à l’aide du logiciel imageJ par la mesure de la 

« mean gray value » qui est normalisée par le biais d’une photo de référence d’un champs 

n’incluant pas le tissu coloré afin de soustraire tout bruit de fond. 

 

5. Analyse en coupe par microscopie électronique 

 

Les cœurs et reins sont extraits des souris néonatales (après décapitation) ou de 24 semaines 

(après dislocation cervicale) puis fixés par immersion au gluteraldehyde. Les tissus sont 

ensuite préparés (post-fixés au tetroxide d’osmium et inclus dans une résine epoxy) et 

analysés à l’IGBMC par le service de microscopie électronique.  

 

D. Analyses fonctionnelles 

1. Electrocardiogramme (ECG) 

 

Les animaux de 24 semaines sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane. Les ECG sont 

réalisés par l’utilisation d’un électrocardiographe ECG-9620 (Nihon Kohden). 

L’enregistrement de l’activité cardiaque est détecté par des électrodes piquées en sous-cutané.   

 

2. Echocardiographie 

 

Les analyses échocardiographiques sont effectuées afin de mesurer les fonctions diastolique et 

systolique à 24 semaines. Les mesures sont réalisées à l'aide d'un échographe Sonos 5500 et 

d'une sonde échographique à haute fréquence 15MHz. Les images sont enregistrées en mode 

M et en mode 2D.  



125 

 

3. Cage métabolique 

 

Les animaux de 24 semaines sont placés dans les cages à métabolisme durant 48 heures afin 

de les habituer. Le jour lors duquel doit commencer le recueil de l’urine et la mesure des 

divers paramètres (diurèse des 24h, prise d’eau et de nourriture), les composants des cages 

sont remplacés par de nouveaux composants siliconés, afin de permettre l’écoulement total de 

l’urine. Les recueils d’urine (ml), de prise de nourriture (g) et d’eau (ml) se font après 24 

heures en cage à métabolisme.  

L’urine est centrifugé puis conservé à -20°C jusqu’au date des analyses urinaires prévues.   

 

4. Analyse urinaire et sanguine 

 

Les analyses des urines se font sur les échantillons récoltés lors de la mise en cage 

métabolique des souris de 24 semaines.  

Pour les prélèvements sanguins, les souris ont subit une injection intra-péritonéale de 

pentobarbital (0.1mg/g). Après endormissement total des souris, le sang est prélevé à l’aide 

d’une seringue 23G hépariné par ponction cardiaque. Le sang est recueilli dans des tubes 

eppendorfs héparinés pour analyses. 

L’institut clinique de la souris (Illkirch) a été en charge de l’analyse des échantillons urinaires 

et sanguins. 

 

5. Ligature de l’artère coronaire gauche descendante 

 

Les souris sont endormies à l’aide d’isoflurane 4%  (Forène, Abott) puis l’intubation oro-

trachéale est réalisée. La pression partielle en isoflurane est ramenée à 1.5%. Les animaux 

sont ventilés grâce à un respirateur tout le long de l’opération. La paroi thoracique est épilée, 

désinfecté et la peau et les muscles sont incisés de façon à pouvoir effectuer une 

thoracotomie. Après dégagement du cœur, la ligature de l’artère coronaire gauche 
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descendante s’effectue à l’aide d’un fil non résorbable : le ventricule gauche n’est alors plus 

irrigué. La mortalité des souris est contrôlée durant 56 jours. 

  

E. Extraction des lipides par la méthode Folch 

 

Les cœurs et reins des souris néonatales et de 24 semaines sont extraits puis immerger dans un 

mélange de chloroforme : méthanol (2 :1) puis les tissus sont homogénéisés à l’aide d’un 

potter. Le mélange obtenu doit se constituer uniquement d’une phase dans le cas contraire le 

même mélange de solvant est ajouté jusqu’à obtention d’une seule phase. L’homogénat est 

incubé durant 20 minutes à température ambiante puis centrifugé pour éliminer les agrégats 

tissulaires. Le surnageant est récupéré et mélangé à un volume de 0.2x d’une solution de 

sérum physiologique (0.9% NaCl). Le mélange est centrifugé à 2000 RPM pour séparer la 

phase aqueuse de la phase organique. La phase supérieure est récupérée et évaporée à l’aide 

d’un ballon évaporateur. Les lipides secs sont ensuite pesés pour quantifier les lipides 

cardiaques ou rénaux. 

 

F. Isolation des cardiomyocytes 

1. Extraction des cardiomyocytes  

 

Les cœurs sont isolés à partir de souris néonatales et de 24 semaines. Les ventricules sont 

sectionnés et placés dans une solution tampon (116mM NaCl, 5.4mM KCl, 1mM NaH2PO4, 

0.8mM MgSO4, 5.5mM glucose, 20mM HEPES) contenant 0.5mg/ml de collagénase de type 

V et 1mg/ml de pancréatinine. Les tissus sont incubés pendant 30 minutes, centrifugés et le 

culot tissulaire est à nouveau placé dans la solution de digestion enzymatique (étape répétée 2 

fois). Les surnageant récoltés sont placés dans un milieu contenant  20% FCS  et centrifugés à 

1900 RPM durant 5 minutes. Le culot cellulaire est suspendu dans du milieu contenant 20% 

de FCS et les cellules sont placées dans une plaque 6 puits pendant 2 heures afin de séparer 

les cardiomyocytes des autres types cellulaires. 
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2. Mesure de la contractilité 

 

Les cardiomyocytes néonataux sont placés, directement après leur isolation, dans une 

chambre de culture 8 puits recouverte de 1% de gélatine et cultivés durant 5 jours dans du 

DMEM contenant du Glutamax, 4,5g/l de glucose, 15% FCS, Pénicilline, Streptomycine, 

jusqu’à apparition des contractions. Les contractions sont mesurées par un vidéo microscope 

Leica DM IRE2 inversé en contraste de phase équipé d’un objectif 20x, et d’une chambre 

d'acquisition et de contrôleurs de T°. L’acquisition des images s’est faite par le biais du 

logiciel MetaMorph d'Universal Imaging, toutes les 10 millisecondes pour un total de 400 à 

800 frames. Les mesures de contraction on été faites à l’état basal ou avec un traitement à la 

dobutamine allant de 0.1µM à 1µM. Après acquisition des images les temps de contraction est 

ramené en battements par minute grâce au logiciel imageJ 

 

3. Mesure de la taille 

 

Pour les cardiomyocytes extraits des cœurs de souris de 24 semaines, les images sont acquises 

à l’aide d’un microscope de type inversé équipé d’un objectif 40x. L’acquisition des images 

s’est faite à l’aide du logiciel LAS AF. L’aire des cardiomyocytes a été mesurée par 

l’utilisation du logiciel imageJ en pixel.  

 

4. Milieu conditionné 

 

Les cellules epicardin
+
 cardiaques sont isolées à partir des cœurs néonataux des souris WT et 

epi-PKR1
-/-

 après génotypage. Les cellules sont cultivées jusqu’à confluence puis le milieu est 

changé toutes les 24 heures. Les cardiomyocytes sont isolés, selon le protocole page, puis mis 

en culture dans une chambre de culture 8 puits recouverts de 1% de gélatine dans du milieu 

conditionné provenant des cellules epicardin
+
 WT et epi-PKR1

-/-
. Le milieu est changé après 

adhésion complète des cardiomyocytes puis toutes les 24 heures jusqu’à contractilité 

(généralement 5 jours). La mesure des contractions s’est faite selon le protocole décrit 

précédemment.  
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G. Milieu conditionné/H5V 

 

Les cellules endothéliales cardiaques H5V sont détachées à l’aide de 0.05% de trypsine-

EDTA (Invitrogen) puis cultivées dans des plaques 12 puits dans du milieu conditionné 

provenant de cellules epicardin
+
 cardiaques. Les cellules sont cultivées de 24 heures à 48 

heures (la densité initiale correspond à 10
4 

cellules par puits). Le contrôle utilisé est le DMEM 

contenant du Glutamax, 4.5g/l de glucose, 15% FCS, Pénicilline Streptomycine. La 

prolifération cellulaire est mesurée par comptage manuel après détachement des cellules à la 

trypsine-EDTA. 

 

H. Extraction des glomérules 

 

Les glomérules sont extraits à partir des reins de souris néonatales (après décapitation) et de 

souris de 24 semaines (après dislocation cervicale). La méthode se base sur la taille du 

glomérule de l’ordre de 73µm chez la souris. Les reins sont digérés à l’aide d’une solution 

enzymatique (116mM NaCl, 5.4mM KCl, 1mM NaH2PO4, 0.8mM MgSO4, 5.5mM glucose, 

20mM HEPES) contenant 0.5mg/ml de collagénase de type V et 1mg/ml de pancréatinine 

durant 15 minutes à 37°C afin de ne pas dissocier les glomérules. Le tissu digéré est filtré à 

l’aide d’un premier filtre de 250µm puis 150µm afin d’éliminer les débris large. Le tissu 

digéré restant est ensuite filtré à l’aide d’un filtre de 70µm afin d’éliminer les petits débris 

(cellules…). Les glomérules sont récupérés sur le filtre de 70µm. 

 

1. Taille des glomérules à 24 semaines 

 

Après leur récupération sur le filtre de 70µm, les photos de glomérules, isolés des reins à l’âge 

de 24 semaines, sont prises à l’aide d’un microscope inversé équipé d’un objectif 40x. 

L’acquisition des images s’est faite pas le logiciel LAS AF. La mesure de la taille des 

glomérules s’est faite à l’aide du logiciel imageJ en pixel.  



129 

 

2. Isolation des cellules endothéliales glomérulaires 

 

Les glomérules, isolées des reins de souris nouveau-nées, sont récupérés sur des filtres de 

70µm puis mis en culture dans du DMEM contenant  du 4.5g/L glucose, 20% FCS, acides 

aminés non essentiel, 2mM glutamine, 10µg/ml héparine, 100µg/ml  facteur de croissance des 

cellules endothéliales, sur une boite de pétrie recouverte de 1% de gélatine  durant 72 heures. 

Le milieu est changé toutes les 48 heures jusqu’à confluence. Après confluence, les cellules 

sont détachées à l’aide d’une solution contenant 0.05% de trypsine-EDTA (Invitrogen). Les 

cellules sont centrifugées à 1900 RPM durant 5 minutes. Le culot cellulaire est suspendu dans 

un tampon d’isolation contenant 0.5% BSA et 2mM EDTA. Un volume d’anticorps anti 

VEGFR2 lié à la biotine (eBioscience biotin anti-mouse Flk-1)  correspondant à 0.5mg/ml est 

ajouté aux cellules qui sont incubés 20 minutes à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées à l’aide 

de 2ml de tampon d’isolation puis centrifugées. Le culot est suspendu dans 1ml de tampon 

d’isolation et 85µl de dynabeads (Invitrogen) sont ajoutés pour permettre la sélection des 

cellules endothéliales FLK1
+
. Après 30 minutes sous agitation, les cellules sont placées sur un 

aimant et les cellules aspécifiques sont éliminées. Un volume de 1ml de tampon de libération 

(Invitrogen) est ajouté et les cellules sont incubées 20 minutes à température ambiante sous 

agitation. Les cellules endothéliales glomérulaires FLK1
+
 sont ensuite récupérées et cultivées 

sur une plaque 24 puits dans du DMEM contenant  du 4.5g/L glucose, 20% FCS, acides 

aminés non essentiel, 2mM glutamine, 10µg/ml héparine, 100µg/ml  facteur de croissance des 

cellules endothéliales  sur une boite de pétrie recouvert de 1% de gélatine  durant 72 heures. 

Le milieu est ensuite changé toutes les 48 heures jusqu’à confluence. 

Les cellules sont ensuite détachées à l’aide de 0.05% de trypsine-EDTA (Invitrogen) puis 

cultivées dans des plaques 96 puits dans du milieu conditionné provenant de cellules epicardin 

rénales. Les cellules sont cultivées de 24h heures à 48 heures (la densité initiale correspond à 

10^3 cellules par puits). Le contrôle utilisé est le DMEM contenant du Glutamax, 4.5g/l de 

glucose, 15% FCS, Pénicilline Streptomycine. La prolifération cellulaire est mesurée par 

comptage manuelle après détachement des cellules à la trypsine-EDTA. 
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I. Traitement au BrdU et immunofluorescence 

 

Les souris nouveau-nées ont reçu une injection intra-péritonéale de BrdU de l’ordre de 

50mg/kg. Puis ont été sacrifiées après 6 heures. Les reins et cœurs sont extraits puis inclus 

dans une matrice de soutien (Shandom Cryomatrix, Thermo Fischer Scientific), congelés par 

immersion dans l’azote liquide et conservé à -80°C. Des coupes longitudinales de 5µm sont 

réalisées à l’aide d’un cryostat. Pour révéler les cellules ayant intégré le BrdU, les coupes sont 

réhydratées au PBS puis fixées à l’aide d’une solution d’éthanol 100% contenant 50mM de 

glycine à pH 2 durant 45 minutes à température ambiante. Les coupes sont dénaturées à l’aide 

de HCl 2M durant 10 minutes. Pour rééquilibrer leur pH, les coupes sont trempées 10 minutes 

dans une solution de PBS. Les coupes sont ensuite incubées avec un tampon de blocage 

durant 10 minutes. Pour l’immunofluorescence directe, les coupes sont incubées avec 

l’anticorps anti-BrdU couplé à la fluorescéine (Roche) à 37°C dans le noir. Les lames sont 

ensuite lavées puis montées grâce à du milieu de montage Vectashield (Vector Laboratories) 

contenant du DAPI. Pour la co-immunofluorescence les coupes sont d’abord incubées avec un 

anticorps primaire anti dystrophine, PECAM-1, podocin (Santa Cruz) ou α-SMA (Sigma 

Aldrich), epicardin (abcam) durant 1 heure à 37°C. Les coupes sont ensuite lavées puis 

incubées avec l’anticorps secondaire couplé à l’Alexa 594 ou 555 et avec l’anticorps anti-

BrdU couplé à la fluorescéine durant 45 minutes à 37°C dans le noir. Les lames sont ensuite 

lavées puis montées grâce à du milieu de montage Vectashield (Vector Laboratories) 

contenant du DAPI.  

Les photos sont prises à l’aide d’un microscope à fluorescence Leica DM 4000 équipé 

d’objectifs à immersion 63x et 100x. La quantification de la prolifération est effectuée par le 

comptage du nombre de cellules BrdU
+
 (vert).  

 

J. Analyse de l’apoptose par la méthode dite TUNNEL 

 

Des cryocoupes de 5µm ont été utilisées. Les coupes sont fixées dans une solution de 

formaldéhyde 1% pH 7.4 pendant 10 minutes à température ambiante puis post-fixées dans 

une solution d’éthanol : acide acétique (1 : 2) pendant 15 minutes à -20°C. Les coupes sont 

lavées au PBS et équilibrées à l’aide d’un tampon d’équilibration (Millipore, TUNEL 
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Apoptosis Detection Kit) durant 10 secondes à température ambiante. Une solution working 

strenght TdT enzyme contenant 70 % de tampon de réaction et 30% d’enzyme Terminal 

deoxynucleotidyl Transferase est ajoutée. Après une incubation d’1 heure à 37°C, la réaction 

est arrêtée à l’aide d’un tampon Stop durant 10 minutes à température ambiante. Les coupes 

sont lavées puis incubées à l’aide d’anti-dioxygenin conjugué à l’Avidin-FITC. Les lames 

sont ensuite lavées puis montées grâce à du milieu de montage Vectashield (Vector 

Laboratories) contenant du DAPI. 

 Les photos sont prise à l’aide d’un microscope à fluorescence Leica DM 4000 équipé 

d’objectifs à immersion 63x et 100x. La quantification de l’apoptose est effectuée par le 

comptage du nombre de cellules TUNNEL 
+
 normalisé par rapport au nombre de cellules 

DAPI
+
 

 

K. Extraction de protéines 

 

L’extraction des protéines se fait dans la glace. Les cœurs ou reins sont prélevés et broyés au 

potter dans 1mL de tampon de lyse (50mM tris HCL, 1mM EDTA pH8.0, 100mM NaCl, 

0.1% SDS, 1% NP-40, 1mM Na3VO4, inhibiteurs de protéases) L’homogénat est transféré 

dans un tube Eppendorf de 1.5mL et homogénéisé avec une aiguille 23G dans la glace, puis 

l’échantillon est placé à 4°C, pendant 1 heure. Cette étape est suivie d’une centrifugation à 

4°C pendant 10 minutes à 13000G. Les protéines sont conservées à -80°C. 

 La concentration protéique est estimée par dosage colorimétrique à l’aide du kit BCA protein 

assay (Pierce). Le principe repose sur la réduction des ions Cu2
+
 en Cu

+
 par les protéines en 

milieu alcalin. Une gamme étalon de l’échantillon standard (2000µg/mL) de 0 à 1mg/mL avec 

une dilution en cascade (0, 5, 10, 50, 125, 150, 250, 500, 1000µg) est réalisée dans le tampon 

de lyse. L’échantillon est ensuite dilué au 1/50
ème

. Le réactif BCA est préparé en mélangeant 

50 parts de réactif A pour 1 part de réactif B. Un volume de 1ml de réactif BCA est ajouté au 

volume final de la gamme étalon et des échantillons. Chaque échantillon est vortexé puis 

incubé dans un bain marie à 37°C pendant 30 minutes. La quantification est ensuite réalisée à 

562nm. 

Les protéines sont par la suite utilisées pour l’analyse par western blot décrite précédemment. 
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Les anticorps primaires utilisés sont des anti Troponine, PKR2 (Santa Cruz) anti HIF1α 

(Abcam), anti Akt, anti pAkt (Cell Signaling). La quantification est effectuée à l’aide du 

logiciel ImageJ. L’intensité de chaque bande et le bruit de fond associé aux bandes sont 

mesurés. L’expression des protéines est calculée par le ratio (Intensité protéine cible/ Intensité 

protéine de référence (GAPDH)). 

 

L. Immunofluorescence 

 

Les cryocoupes de 5µm fixées à l’aide de formaldéhyde 3.7% (Sigma Aldrich) puis lavées au 

PBS et les protéines sont mises en évidence par une immunofluorescence indirecte. 

Les anticorps primaires utilisés sont : anti PECAM-1, troponine-C, PKR2, podocin, NAPI, 

WT1, dystrophine, PKR2, epicardin, N-cadherine, vimentine (Santa Cruz), LC3, epicardin, 

VEGFR2 (abcam) caspase-3 (Millipore). 

Pour les anticorps monoclonaux de souris  il a été nécessaire de saturer les immunoglobulines 

de souris endogènes avec le kit d'immunodétection Vector® Mouse-on-Mouse. Les anticorps 

primaires utilisés sont : anti α-SMA et PKR1.  

Les deux protocoles ont été décrits précédemment. 

Les photos sont prises à l’aide d’un microscope en fluorescence Leica DM 4000 ou  confocale 

Leica SP5 à scanner résonnant. L’acquisition des images s’est faite à l’aide du logiciel LAS 

AF.  

 

M. Analyse de l’expression des gènes par PCR semi quantitative et PCR quantitative 

 

 Extraction des ARNm et génération des ADNc 

La purification des ARN totaux à partir des cœurs de souris est faite par lyse du tissu dans 

1mL tampon de lyse contenant du thiocyanate de guanidine auquel sont  ajouté 50µL de 

BAN. Pour la suite du protocole concernant l’extraction des ARN et  la génération des ADNc, 

Cf. le protocole décrit précédemment.  
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 Mesure de l’expression des gènes par PCR semi quantitative 

Les séquences d’oligonucléotides sont indiquées dans le tableau 7. 

La quantification de l’expression génique est effectuée à l’aide du logiciel ImageJ. L’intensité 

de chaque bande et le bruit de fond associé aux bandes sont mesurés. L’expression des gènes 

est calculée par le ratio (Intensité gène cible/ Intensité gène de référence (GAPDH) x100). 

 

Tableau 7. Séquences d’oligonucléotides utilisés pour l’analyse de l’expression génique par 

RT-PCR 

Gène   Séquence 

Col1a1 Foward  TGTCCCAACCCCCAAAGAC 

  Reverse TCGGTGTCCCTTCATTCC 

Col1a2 Foward  GAACGGTCCACGATTGCATG 

  Reverse CCTGCAGGACCCGTTTGACC 

PLB Foward  TCTCCCTACTTTTGCCTTCCTG 

  Reverse TCTCACAAAGCTGTTCTCAGC 

Serca2a Foward  CAATACTGGAGTAACCGC 

  Reverse AACTTCTCTGGAGAGGC 

RyR Foward  GAATCAGTGAGTTACTGGGCATGG 

  Reverse CTGGTCTGAGTTCTCCAAAAGC 

FGF2 Foward  CAACTCCAAGCAGAAGAGAGA 

  Reverse TGCCCAGTTCGTTTCAGTG 

PDGF-B Foward  TGCCCAGTTCGTTTCAGTG 

  Reverse ATCGCCGAGTGCAAGACGCG 

FGF2 Foward  GCCATTGCCATTGACAGGTA 

  Reverse TGGTGAAGTAGGCAGCTGGA 

VEGF Foward  CTTCCTACAGCACAGCAGATGTGAA 

  Reverse TGGTGACATGGTTAATCGGTCTTTC 

BAR Foward   TCGCTACCAGAGTTTGCTGA 

  Reverse  GGCACGTAGAAGGAGACGAC 

NCX Foward   TGAGAGGGACCAAGATGATGAGGAA 

  Reverse  TGACCCAAGACAAGCAATTGAAGAA 

HIF1a Foward  TACAAGGCAGCAGAAACCTAC 

  Reverse TGTGCAATTGTGGCTACC 
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 Mesure de l’expression génique par PCR quantitative (PCRq) 

La quantification de l’amplicon est basée sur la détection et la quantification d’un marqueur 

fluorescent (le SYBR GREEN) pour lequel l’émission de fluorescence sera directement 

proportionnelle à l’amplification du produit PCR. Le Sybr Green® est un fluorophore capable 

de se lier spécifiquement à l’ADN double brin, le colorant ne devenant fluorescent que s’il se 

lie à l’ADN. L’amplification du produit PCR est suivie en mesurant la fluorescence de la 

gamme d’émission du Sybr Green® avec une intensité maximale à 550nm.  

La quantification comprend une phase exponentielle pendant laquelle le produit PCR est 

amplifié et qui est fonction du nombre de copies initiales du fragment amplifié. Seule la phase 

exponentielle est représentative du nombre de copies initiales, ainsi la PCRq permet de 

mesurer un cycle seuil de fluorescence ou « threshold cycle » (Ct) à partir duquel la 

fluorescence devient détectable. La valeur Ct est le paramètre utilisé pour quantifier 

l’échantillon, il est directement proportionnel au nombre de copie de l’ADN amplifié présent 

au départ. Le Sybr Green® permet également de mesurer une courbe de fusion qui détermine 

la température de fusion ou Tm de chaque ADN double brin. Les courbes de fusions 

permettent d’évaluer la spécificité des réactions d’amplification. Le mélange utilisé : 

Supermix de Biorad  Sybr Green® : Supermix sample 1,25ml (10mM KCl, 40mM Tris HCl 

pH 8,4 ; 0,4mM dNTP ; ITaq Polymerase 50U/ml ; MgCl2 6mM ; Sybr Green® ; 20mM 

fluorescéine ; stabilisateurs). Pour chaque PCRq le mélange suivant est préparé dans une 

plaque 96 puits : sybr green ® 1x 12,5µl ; oligonucléotide (table 1) 1µM 5µl ; DEPC-H2O 

7µl ; DNA 0,5µl (Vf =25µl). Le programme d’amplification a consisté en 1 cycle à 95°C de 

60s suivi par 40 cycles à 95°C 15s et 60°C 1min. 

Les gènes de références utilisés sont ceux de la β-actine, 36b4, et Gapdh. La quantification se 

fait dans par normalisation du gène cible : ∆Ct= Ct (gène cible) – Ct (gène de référence) ; 

ensuite on normalise un test (TG, cellules traité ou infecté par l’adénovirus) par rapport à un 

standard (NTG, cellules non traitées…) : ∆∆Ct= ∆Ct (test)- ∆Ct (standard) ; finalement on 

mesure les variations d’expression des gènes  pour chaque échantillon : 2^-∆∆Ct. Une 

expression comprise entre 0.8 et 1.2 est considérée comme stable.  
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Tableau 8. Séquences d’oligonucléotides utilisés pour la PCRq 

Gène   séquence 

36b4 Foward   AGATTCGGGATATGCTGTTGG 

  Reverse  AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC 

βactin Foward   GAGACCTTCAACACCC 

  Reverse  GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

Col1a1 Foward   GCCAAGAAGACATCCCTGAAG 

  Reverse  TGTGGCAGATACAGATCAAGC 

Col1a2 Foward   CACCCCAGCGAAGAACTCATA 

  Reverse  GCCACCATTGATAGTCTCTCC 

Col1a3 Foward   TTTGTGCAAAGTGGAACCTG 

  Reverse  TGGACTGCTGTGCCAAAATA 

PPARα Foward   ACGATGCTGTCCTCTTGATG 

  Reverse  GTGTGATAGCCATTGCCGT 

PPARγ Foward   AGGCCGAGAAGGAGAAGCTGTTG 

  Reverse  TGGCCACCTCTTTGCTCTGCTC 

CEBPα Foward   CAAGAACAGCAACGAGTACCG 

  Reverse    GTCACTGGTCAACCTCCAGCAC 

αMHC Foward   GAGATTTCTCCAACCCAG 

  Reverse  TCTGACTTTCGGAGGTACT 

ANF Foward   CCTGTGTACAGTGCGGTGTC 

  Reverse  CCTGCTTCCTCAGTCTGCTC 

GATA4 Foward   TCTCACTATGGGCACAGCAG 

  Reverse  GCGATGTCTGAGTGACAGGA 

BNP Foward   AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGA 

  Reverse  GAGCTGTCTCTGGGCCATTTC 

βMHC Foward   CTACAGGCCTGGGCTTACCT 

  Reverse  TCTCCTTCTCAGACTTCCGC 
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I. Rôle de la voie de signalisation PKR1 dans la fonction cardiaque et rénale 

 

Les études précédentes, menées au sein de notre équipe de recherche, ont permis de mettre en 

évidence l’implication de la voie de signalisation PK2/PKR1 dans les défaillances cardiaques. 

Ainsi, lors de ces investigations, il a été constaté une importante réduction de son expression 

chez les patients insuffisants cardiaques.  

Nous avons également observé que chez un modèle de souris atteint d’un infarctus du 

myocarde, le transfert du gène Pkr1 au sein du myocarde lésé entraine une élévation du taux 

de survie des souris insuffisantes cardiaques et une amélioration de leur fonction ventriculaire 

gauche. Aussi, les effets bénéfiques du transfert de gène Pkr1, lors de l’infarctus, sont 

principalement reliés à l’amplification de l’angiogenèse et à la protection des cardiomyocytes 

contre l’hypoxie.  

Etonnement, la surexpression du gène Pkr1, spécifiquement au niveau des cardiomyocytes, 

n’entraine pas d’effets délétères sur la morphologie et la fonction cardiaque. En effet, elle 

stimule la vasculogenèse et se traduit par l’augmentation du réseau capillaire. Le mécanisme 

mettant en jeu la stimulation de la vascularisation cardiaque concerne une relation étroite 

entre l’épicarde et le myocarde. Assurément, la surexpression du récepteur Pkr1, au niveau 

des cardiomyocytes,  induit une surélévation de l’expression de son ligand, la PK2. Cette 

dernière agit en conséquence positivement sur les EPDC pour induire leur prolifération et leur 

différenciation en CML et cellules endothéliales, deux composants majeurs des capillaires et 

artères coronaires. 

 

Le premier volet de mon projet de Doctorat avait pour objectif de répondre à la 

question suivante : Quel est le rôle de la voie de signalisation PKR1 dans la fonction 

cardiaque et rénale ? 

 

Pour se faire, nous avons généré des souris mutantes, dites PKR1
-/-

, chez lesquelles le gène 

Pkr1 a été inactivée de façon systémique. Mes travaux de recherche ont ainsi permis, pour la 

première fois, de démontrer le rôle essentiel de la voie de signalisation PKR1 dans la 

morphologie du cœur et du rein et dans leur fonction.  
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A. Confirmation de l’absence du gène codant pour Pkr1 dans les souris PKR1
-/-

 

 

Afin d’étudier le rôle de PKR1 dans la morphologie et dans les fonctions cardiaque et rénale, 

nous avons généré des souris chez lesquelles le gène codant pour Pkr1 a été inactivé de façon 

généralisée. Pour cela, des souris contenant l’exon 2 de Pkr1 flanqué de site LoxP, ont été 

générées. Ces souris ont été croisées avec des souris transgéniques exprimant la recombinase 

Cre sous le contrôle du promoteur CMV. Cette stratégie nous a permis d’inactiver le gène 

Pkr1 dans l’ensemble des tissus.  

L’expression de PKR1 chez ces souris mutantes dites PKR1
-/-

 a été contrôlée au niveau de 

l’expression transcriptionelle et protéique. Ainsi, nous avons démontré que cette stratégie a 

permis d’inactiver l’expression de PKR1 dans le cœur et le rein. L’ablation de Pkr1 n’a pas eu 

d’impact sur l’expression de Pkr2 (Cf. figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. Analyse de l’expression de PKR1 et PKR2 chez les souris PKR1
-/-
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A) Analyse de l’expression génique des récepteurs PKR1 et PKR2 des cœurs et reins dérivés 

de souris WT (+/+) et PKR1
-/-

. B) Histogramme représentant le niveau de l’expression 

transcriptionelle de Pkr1 et Pkr2 dans les cœurs et reins des souris WT et PKR1
-/-

. Gapdh est 

utilisé comme gène de référence. (n=4). C) Histogramme et analyse par western blot 

démontrant que le niveau d’expression protéique de PKR2 est inchangé chez la souris PKR1
-/-

 

(n=4, p>0.05). D) Immunofluorescence indirecte sur les cryocoupes de cœurs et reins 

révélant que l’expression protéique de PKR2 n’est pas modifiée (n=4, p>0.05). E) 

Immunofluorescence indirecte sur des cryocoupes de tissus cardiaques et rénaux décelant 

l’inactivation de PKR1 chez les souris PKR1
-/-

. 

 

B. Analyse du phénotype cardiaque des souris PKR1
-/-

 

 

La totalité des expériences, sauf indication contraire, sont pratiquées à l’âge de 24 semaines. 

 

1. Analyses morphologique, histologique et fonctionnelle des cœurs 

a. Défauts de la morphologie et de l’histologie du coeur 

 

Des études, menées au sein de notre équipe de recherche, ont permis de démontrer la présence 

de PKR1 dans les tissus cardiaques. De plus, une première étude, a établi que la voie de 

signalisation PKR1 joue un rôle dans la néo-vascularisation du cœur (Urayama et al., 2007; 

Urayama et al., 2008).  

Dans cette étude, nous avons souhaité mettre en avant le rôle exact de PKR1 dans la 

morphologie et la fonction du cœur. Ainsi, la génération des souris PKR1
-/-

 a permis de 

répondre à cette interrogation.  

 

En effet, les souris PKR1
-/-

 ont développé à l’âge adulte, une cardiomyopathie dilatée mise en 

évidence par la présence d’une cardiomégalie (Cf. figure 23A) et d’une dilatation des 

chambres ventriculaires (Cf. figure 23B).  
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Par ailleurs, une coloration au trichrome de Mallory a permis de révéler le développement 

d’une fibrose interstitielle dans le myocarde des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 23B). Le 

développement de la fibrose interstitielle est aussi confirmé par l’analyse de l’expression des 

gènes relatifs au Collagène 1a qui se sont retrouvés augmentés dans les cœurs de nos modèles 

de souris dites PKR1
-/-

 (Cf. figure 23D).   

 

Enfin, une coloration au bleu de toluidine, sur coupes semi fines, a permis de déceler la 

présence d’une désorganisation cellulaire dans le myocarde dérivé des souris PKR1
-/-

 (Cf. 

figure 23D). A noter que le niveau protéique de la Troponine C cardiaque est également 

considérablement réduit (Cf. figure 23E). 

 

Figure 23. Analyse morphologique et histologique des cœurs WT et PKR1
-/-
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A) Analyse morphologique et histologique par coloration au trichrome de Mallory sur 

cryocoupes de cœurs.  B) Coloration au trichrome de Mallory révèlant la présence d’une 

fibrose interstitielle au sein du myocarde dérivé des souris PKR1
-/-

 (bleu) non décelable chez 

les souris WT (+/+). C) Coupes semi fines colorées au bleu de toluidine révélant la présence 

d’une désorganisation cellulaire des tissus cardiaques dérivés des souris PKR1
-/-

. D) Analyse 

de l’expression génique montrant la surexpression des gènes relatifs au Collagène 1a 

(Col1a1 et Col1a2) dans les cœurs de souris PKR1
-/-

 (n=4, p<0.05). E) La troponine C a été 

détectée par immunofluorescence indirecte avec des anticorps anti-Troponine C spécifique et 

observée en microscopie à fluorescence. Le niveau d’expression protéique a également été 

analysé par western blot. L’histogramme représente l’expression de la troponine C (TnT) 

normalisée par l’expression de la GADPH (gph) (n=4, p<0.05). 

 

b. Développement de dysfonctions cardiaques 

 

Une autre analyse concernant la fonction cardiaque par échocardiographie, a permis de révéler 

une réduction de la masse ventriculaire gauche chez les souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 24A). Le 

ratio du poids du cœur mouillé sur le poids total est également augmenté (6.1±0.01 mg/g  

chez les souris PKR1
-/-

 et 5.3±0.01 mg/g chez les souris WT, n=6, p>0.05). 

 

Un examen de la morphométrie cellulaire a démontré une augmentation de la taille des 

cardiomyocytes dérivés des cœurs de souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 24B). Une 

immunofluorescence indirecte ciblant la dystrophine sur des cryocoupes de cœurs a confirmé 

cette observation puisque la mesure de la longueur des cardiomyocytes indiquait que cette 

dernière était beaucoup plus élevée chez les souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 24C).  

 

Une analyse échocardiographique a permis de déceler, chez la souris PKR1
-/-

,  la réduction de 

la paroi du septum inter-ventriculaire et de la paroi postérieure du ventricule gauche. Dans des 

conditions basales, les dimensions des chambres ventriculaires ne sont pas altérées chez les 

souris PKR1
-/-

 (Cf. tableau  9). Cependant, en réponse à un stress, lors de l’emploi d’un 

stimulus β-adrénergique (injection de dobutamine), les souris PKR1
-/-

 ont présenté une 

réduction de la fonction cardiaque caractérisée par une baisse de la fraction d’éjection et de la 

fraction de raccourcissement du ventricule gauche (Cf. figure 24D et tableau 10). Une 



142 

 

augmentation des dimensions des chambres ventriculaires est également observée en diastole 

comme en systole après traitement à la dobutamine (Cf. tableau 10). 

L’expression des gènes des récepteurs β1ar  et celle des gènes impliqués dans le cycle du 

calcium ne sont pas altérées chez la souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 24E).  

De plus, une analyse histologique pratiquée sur des cœurs isolés à la naissance, a démontré 

que les dilatations des cavités cardiaques observées à l’âge adulte, chez les souris PKR1
-/-

,  

apparaissaient dès la naissance (Cf. figure 24F). 

 

Les données morphologique, histologique et fonctionnelle obtenues ont mis en avant le 

développement chez les souris PKR1
-/-

 d’une cardiomyopathie dilatée compensée par une 

hypertrophie des cardiomyocytes. Ainsi, au  vu de ces anomalies apparaissant dans les 

cœurs PKR1
-/-

, nous avons orienté nos investigations vers une étude relative à la structure 

cardiaque.  

 

 

Figure 24. Analyses morphométriques des cardiomyocytes, de la fonction cardiaque et de 

l’expression des gènes spécifiques au cycle du calcium chez les souris WT et PKR1
-/-
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 A) Masse du ventricule gauche (VG), en mg, mesurée par échocardiographie (n=6, p<0.05). 

B) Comparaison de la taille des cardiomyocytes illustrée par des photos de cardiomyocytes 

isolés et un histogramme représentant l’aire en µm² des cardiomyocytes isolés. C) Analyse de 

la longueur des cardiomyocytes par immunofluorescence indirecte utilisant des anticorps 

anti-dystrophine et visualisés par microscopie à fluorescence. La longueur des 

cardiomyocytes est mesurée à l’aide du logiciel ImageJ et est représentée en µm par un 

histogramme. D) Mesure par échocardiographie de la fonction cardiaque, après traitement à 

la dobutamine, caractérisée par le pourcentage de la fraction d’éjection et de la fraction de 

raccourcissement du ventricule gauche (n=6, p<0.01). E) Niveau d’expression des gènes 

relatifs au Plb, au Serca, au récepteur β1ar et au récepteur de la Ryanodine (RyR) mesuré 

par PCRq. F) Analyse histologique de cryocoupes de cœurs de souris nouveau-nées colorées 

au trichrome de Mallory (n=5). 

 

Tableau 9. Echocardiographie à 24 semaines avant traitement à la dobutamine (n=6). 

SIV : septum inter-ventriculaire ; DIVGs diamètre interne systolique du VG ; DIVGd : 

diamètre interne diastolique du VG ;  PPVG : paroi postérieur du VG ; TRIV : temps de 

relaxation iso-volumétrique ; TRCV : temps de contraction iso-volumétrique. 

     WT  PKR1
-/-

 

Fréquence cardiaque (bpm) 444.75±28.21 452.33±20.62 

Masse du VG (mg) 112.97±8.01 92.94±4.16 * 

   Paramètres mesurés en 

diastole 
    

SIV (mm) 0.809±0.054 0.612±0.021 * 

DIVGd (mm) 3.794±0.135 4.047±0.027 

PPVG (mm) 1.064±0.064 0.953±0.034 * 

vol VG (µl) 62.33±5.59 72.71±6.66 

   Paramètres mesurés en systole     

SIV (mm) 1.166±0.075 0.99±0.053 * 

DIVGs (mm) 2.59±0.155 2.823±0.148 

PPVG (mm) 1.417±0.074 1.310±0.055 

vol VG (µl) 25.51±3.90 32.02±4.31 

Fraction d'éjection (%) 53.32±3.27 57.96±2.7 

Fraction de raccourcissement 

(%) 
30.74±2.37 30.3±1.82 
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Vélocité de l'onde E (mm/s) 835.5±52.31 816.47±25.36 

Vélocité de l'onde A (mm/s) 498.27±69.08 580.22±56.36 

Ratio E/A 1.737±0.180 1.448±0.13 

TRIV 23.21±2.42 21.61±0.83 

TCIV 18.93±2.83 17.5±0.91 

 

Tableau 10. Echocardiographie à 24 semaines après traitement à la dobutamine (n=6).  

SIV : septum inter-ventriculaire ; DIVGs : diamètre interne systolique du VG ; DIVGd 

diamètre interne diastolique du VG ; PPVG : paroi postérieur du VG ; TRIV : temps de 

relaxation iso-volumétrique ; TRCV : temps de contraction iso volumétrique 

    

      

 
  WT (PKR1

+
/
+
) PKR1

-/-
 

Fréquence cardiaque (bpm) 474.86±32.8 543.00±25.78 

   Paramètres mesurés en 

diastole 
    

SIV (mm) 0.76±0.049 0.788±0.049 

DIVGd (mm) 3.501±0.111 3.930±0.132 * 

PPVG (mm) 1.070±0.029 1.058±0.063 

vol VG (µl) 52.08±4.12 54.80±4.78 

   Paramètres mesurés en systole     

SIV (mm) 1.386±0.057 1.305±0.079 

DIVGs (mm) 1.656±0.110 1.926±0.088 * 

PPVG (mm) 1.754±0.069 1.531±0.071 * 

vol VG (µl) 8.34±1.48 11.70±1.28 

Fraction d'éjection (%) 86.65±2.02 78.53±1.47 * 

Fraction de raccourcissement 

(%) 
54.31±2.67 46.27±1.47 * 

Vélocité de l'onde E (mm/s) 884.40±18.77 861.66±54.60 

Vélocité de l'onde A (mm/s) 590.11±69.19 517.14±46.09 

Ratio E/A 1.513±.0.061 1.630±0.104 

TRIV 20.36±1.49 22.08±2.62 

TCIV 13.57±1.65 18.75±1.91 * 
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2. Etude des anomalies cellulaires associées aux dysfonctions cardiaques 

a. Développement d’anomalies structurales lors de la délétion du récepteur PKR1 

 

L’observation au microscope électronique a révélé un épicarde considérablement amincit 

alors que le sous-épicarde était atteint d’une accumulation anormale de cardiomyocytes et 

d’un dépôt excessif de fibre de collagène (Cf. figure 25A).  

Par ailleurs, les cardiomyocytes présentaient une membrane ondulante, une désorganisation 

des myofibrilles, une réduction de la longueur des sarcomères. Ils avaient également tendance 

à se détacher. D’autre part, le myocarde se composait de mitochondries aberrantes 

anormalement distribuées au sein des cardiomyocytes (Cf. figure 25B).  

Un marquage ciblant la molécule d’adhésion N-cadhérine, a confirmé le désassemblage des 

disques de jonction et ainsi la structure anormale du cœur des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 25B). 

 

b. Anomalies morphologique et fonctionnelle des mitochondries  

 

Les mitochondries des cœurs de souris PKR1
-/-

 semblaient plus nombreuses, que celles des 

souris WT et présentaient également un aspect plus dense et fusionné (Cf. figure 25B).  

La fonction mitochondriale a été examinée par la mesure de l’activité de la SDH, enzyme 

impliquée dans la chaîne respiratoire mitochondriale. Ainsi, nous avons démontré la présence 

d’une anomalie fonctionnelle des mitochondries accompagnant les défauts morphologiques  

puisque l’activité de la SDH était réduite dans les cœurs des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 25C). 

Les acides gras étant la première source d’énergie utilisée par le cœur, nous avons ensuite 

effectué un marquage à l’oil red, qui a décelé la présence d’une abondante accumulation 

lipidique dans le cœur des souris PKR1
-/-

 confirmant la dysfonction mitochondriale (Cf. figure 

25D).  

Le programme de mort cellulaire a également été examiné à l’aide d’analyse par TUNNEL. 

Nous avons démontré ainsi la présence d’une forte majorité de cellules apoptotiques dans les 

cœurs PKR1
-/-

 atteints de cardiomyopathies dilatées (Cf. figure 25E).   
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Figure 25. Analyse structurale, de l’homéostasie mitochondriale et de l’apoptose dans les 

cœurs WT et PKR1
-/-
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A et B) Vue en coupe par microscopie électronique montrant un épicarde amincit, des dépôts 

de collagène (c), la réduction de la longueur des sarcomères (z indique la bande z), une 

membrane plasmique ondulante, des mitochondries (mt) anormales. La N-cadhérine (rouge) 

et la troponine C (vert) sont détectées par immunofluorescence indirecte. C) Mesure de 

l’activité de la SDH. L’histogramme représente l’analyse par ImageJ de l’intensité de la 

couleur (n=4, p<0.05). D) Marquage à l’oil red des cryocoupes de cœurs. L’histogramme 

représente le nombre de gouttes de lipides quantifiés par ImageJ (n=3, p<0.05). E) Détection 

de l’apoptose par la technique du TUNNEL. L’histogramme représente la quantification du 

nombre de cellules TUNNEL
+
 normalisé par rapport au nombre de cellule DAPI (n=4, 

p<0.05). 

 

C. Etude du phénotype du rein lors de la délétion du gène codant Pkr1 

1. Profil d’expression de PKR1 dans le rein 

 

Nous avons souhaité établir le profil d’expression de PKR1 dans les reins de souris WT.  

 

De nombreuses doubles immunofluorescences ont été effectuées sur des cryocoupes de reins 

suivies d’une visualisation en microscopie confocale.  

Celle-ci a révélé, dans le glomérule que PKR1 n’était exprimé que par les cellules 

endothéliales glomérulaires PECAM-1
+
. Les podocytes (podocin

+
) et cellules mésangliales 

(vimentine
+
) n’exprimaient pas PKR1.  

Elle a démontré également la présence de PKR1 dans les tubules (NAPI
+
) (Cf. figure. 26A-

D). 

 

Une hybridation in situ a confirmé ces observations et a détecté l’expression de PKR1 au sein 

du glomérule et dans le tissu interstitiel rénal (Cf. figure 26E). 

 

Au vu du profil d’expression du récepteur PKR1 au niveau des cellules endothéliales 

glomérulaires et des cellules tubulaires rénales, nous avons voulu connaître le rôle de 

celui-ci dans la morphogenèse rénale.  
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Figure 26. Expression rénale de PKR1 

A, B, C, D) Co-localisation  de PKR1 (vert) avec PECAM-1 spécifique aux cellules 

endothéliales (A, rouge), NAPI spécifique aux cellules tubulaires (B, rouge), Podocine 

spécifique aux podocytes (C, rouge), Vimentine spécifique aux cellules mésangliales (D, 

rouge) par immunofluorescence indirecte et visualisation en microscopie confocale. E) 

Hybridation in situ sur cryocoupes de reins révélant grâce aux amorces anti-sens que 

l’expression de PKR1 se situe au niveau des structures glomérulaires et tubulaires. 
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2. Analyses macroscopiques, histologiques et morphologie du glomérule 

a. Anomalies morphologique et histologique 

 

Les premières analyses effectuées ont été morphologiques et ont démontré que les souris 

PKR1
-/-

 développaient un rein apparaissant, le plus généralement, hypertrophié.  

Nous avons néanmoins observé que dans d’autres cas,  les souris PKR1
-/-

 pouvaient être 

atteintes d’une atrophie du rein.  

Enfin nous avons pu constater le développement de rétention urinaire chez les souris PKR1
-/-

.  

Par ailleurs, des examens morphologiques ont permis de déceler une augmentation du ratio du 

poids du rein mouillé sur le poids total qui s’avère augmenté et confirme que les souris PKR1
-

/-
 développaient, dans de nombreux cas, une hypertrophie rénale à l’âge de 24 semaines 

(Figure 27A-C). 

 Par la suite, nous avons effectué une analyse histologique des tissus rénaux, extraits des 

souris nouveau-nées, afin de savoir si la pathologie rénale observée se développait à la 

naissance ou si elle était dépendante d’anomalies cardiaques décrites auparavant. 

L’étude histologique utilisant le trichrome de Mallory a ainsi mis en évidence la présence 

d’une hypoplasie des reins de nouveau-nées des souris PKR1
-/-

. Cette observation a démontré 

que les anomalies morphologiques se développaient dès la naissance et qu’elles ne 

dépendaient pas de la cardiomyopathie dilatée décrite auparavant (figure 27D).  

 

b. Altération de la vascularisation glomérulaire 

 

L’analyse par TUNNEL a finalement révélé que la majorité de cellules composants le 

glomérule étaient apoptotiques (Cf. figure 27E). En concordances avec ces observations, nous 

avons démontré, une réduction du nombre de cellules endothéliales PECAM-1
+
 dans les 

glomérules PKR1
-/- 

suggérant que l’apoptose glomérulaire touchait principalement les cellules 

endothéliales (Cf. figure 27F). 

 

Au vu des analyses morphologiques décrites touchant particulièrement les glomérules, 

nous avons pris la décision de poursuivre notre étude vers une analyse plus approfondie de 

la structure rénale. 
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Figure 27. Analyses morphologique et histologique des reins WT et PKR1
-/-

 

A, B) Analyses morphologique et histologique des reins. C) Ratio poids du rein mouillé sur 

poids total (n=8, p<0.05). D) Sections paraffines de reins de souris nouveau-nées marquées 

au trichrome de Mallory. E) Détection de l’apoptose par la technique du TUNNEL. 

L’histogramme représente la quantification du nombre de cellules TUNNEL
+
 normalisé par 

rapport au nombre de cellules DAPI (n=4, p<0.05). B) Détection par immunofluorescence 

indirecte des cellules endothéliales glomérulaires PECAM-1
+
. L’histogramme représente le 

nombre de cellules PECAM-1
+
 normalisé par rapport aux cellules DAPI (n=3, p<0.01) 



151 

 

3. Analyses structurales du rein 

a. Anomalies structurales du glomérule 

 

L’analyse histologique des reins dérivés des souris PKR1
-/-

 a dans un premier temps révélé 

une dilatation de la capsule de Bowman dans l’espace glomérulaire. 

L’étude par microscopie électronique a décelé un épaississement de la membrane basale et un 

étalement des pédicelles de podocytes (Cf. figure 28A). 

 

b. Anomalies morphologiques des composants de l’espace interstitiel rénal et de la 

fonction des mitochondries 

 

La coloration au trichrome de Mallory a démontré une dilatation des tubules accompagnée 

d’une fibrose interstitielle alors que la microscopie électronique a révélé des capillaires 

dysmorphiques (Cf. figure 28B).  

 

Par ailleurs, le nombre et la densité des mitochondries étaient réduits dans les reins PKR1
-/-

. 

Ces anomalies étaient accompagnées d’une modification structurale des mitochondries 

incluant leur gonflement et l’augmentation du nombre de crêtes et de granules (Cf. figure 

28C).  

En concordance avec ces observations nous avons décrits également une réduction de 

l’activité mitochondriale révélée par la mesure de l’activité de la SDH qui était réduite dans 

les reins PKR1
-/-

 (Cf. figure 28D). 

 

Au vu des anomalies touchant l’angiogenèse glomérulaire, la structure glomérulaire et la 

morphologie des tubules rénaux, induites par la délétion de Pkr1, nous avons continué nos 

investigations par l’étude de la fonction rénale. 
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Figure 28. Analyse histologique et microscopique des tubules et glomérules issus des reins 

WT et PKR1
-/-

 

A,B) Analyse histologique (haut) et en microscopie électronique (bas) mettant en évidence la 

morphologie des glomérules (A) gl : glomérule, gbm : membrane basale ; et des tubules (B) 

tb : tubules, c : collagène, ptv : vaisseaux interstitiels C) Analyse sur coupes en microscopie 

électronique représentant les mitochondries dérivées de reins. D) Analyse de l’activité de la 

SDH sur cryocoupes de reins. 

 

4. Analyse de la fonction rénale 

 

La fonction rénale a été étudiée par le biais d’analyse urinaire et sanguine.  

 

De ce fait, les prélèvements urinaires ont été effectués lors du placement de souris en cage à 

métabolisme. Ainsi, après une période d’acclimatation de 48 heures, la diurèse des 24 heures, 

le volume d’eau absorbée et la prise de nourriture ont été mesurés. Nous n’avons pas pu 

observer de différence dans le volume d’eau absorbée ni dans la prise de nourriture par 24 

heures. Cependant  la diurèse des 24 heures des souris PKR1
-/-

 était significativement réduite 

(Cf. figure 29). 
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Figure 29. Paramètres mesurés, par 24 heures, lors du placement des souris en cage à 

métabolisme : prise de nourriture (g), prise d’eau (ml), diurèse en ml. 

 

Le débit de filtration glomérulaire est également diminué chez la souris PKR1
-/-

, comme a pu 

l’indiquer la baisse de la clairance de la créatinine. Les faibles taux de créatinine urinaire 

étaient associés à de fort taux sanguins (Cf. Tableau 11).  

Aucun changement n’a été observé dans la Kaliurèse, Natriurèse, Calciurie et Chlorurie. 

Cependant nous avons pu constater la présence d’une hyperphosphaturie confirmée par une 

hypophosphatémie (Cf. Tableau 11). 

La fonction rénale s’est vue dégradée au stade de 36 semaines, puisque nous avons observé le 

développement d’une protéinurie (6.625±0.7 g/L pour WT et 10.72 ±2.4 g/L pour PKR1
-/-

, 

n=5, p<0.05).  

 

Nous avons donc décrits, durant la première partie de nos recherches que la délétion de 

Pkr1 induit le développement d’anomalies morphologique et fonctionnelle du cœur et du 

rein. Ainsi, nous avons souhaité décrire les mécanismes cellulaire et moléculaire à l’origine 

des ces altérations induites par la perte de Pkr1. 
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Tableau 11. Analyses urinaire et sanguine à 24 semaines (n=6). 

Analyses urinaire  

  WT  PKR1
-/-

 

Urée (mmol/L)  1291.5±156.19  1263.12±137.91 

Creatinine (µmol/L)  4729.87±776.07  4611.13±367.58 

Creatinine (mg/24H)  1.18±0.15  0.76±0.07 * 

Creatinine (nmol/L /24H/g poids total) 336.89±37.5  225.11±21.9* 

Urée/Creat (mol/mol)  279.74±13.12  264.44±13.24 

Phos (mmol/L)  31.91±2.29  51.49±5.68* 

Phos/Creat (mol/mol)  7.67±1.08  11.14±0.88* 

Phosphaturie (mmol/mg Creat/g poids total) 2.07±0.28  2.99±0.23* 

Ca (mmol/L)  1.59±0.26  2.05±0.38 

Ca/Creat (mol/mol)  0.37±0.07  0.43±0.07 

Na (mmol/L)  180.38±19  186.5±20.9 

Na/Creat (mol/mol)  40.11±3.2  40.69±2.16 

Natriurèse (mmol/mg Creat/g poids total) 10.57±0.69  10.65±0.43 

K (mmol/L)  335±44.92  325.38±39.35 

K/Creat (mol/mol)  71.38±3.36  69.23±4.15 

Kaliurèse (mmol/mg Creat/g poids total) 19.39±0.74  18.52±0.89 

Na/K  0.56±0.03  0.58±0.008 

Cl (mmol/L)  233.88±25.08  234.75±27.26 

Cl/Creat (mol/mol)  51.33±3.26  50.19±3.22 

Chlorurie (mmol/mg Creat/g poids total) 13.88±0.65  13.41±0.66 

Glucose (mmol/L)  2.04±0.29  2.66±0.37 

Protéine totale (g/L)  6.25±1.16  3.93±0.71* 

      

Analyses sanguines     

  WT  PKR1
-/-

 

Urée (mmol/L)  7.70±2.35  7.78±1.77 

Creatinine (µmol/L)  12.280±0.47  16.07±1.30* 

Phos (mmol/L)  2.24±0.11  1.96±0.12* 

Phos/Creat (mol/mol)  0.18±0.01  0.52±0.09* 

Na (mmol/L)   151.75±1.05 154.63±1.94 

Na/Creat (mol/mol)  12 490.68±486.42  10 119.99±853.53* 

K (mmol/L)  7.68±0.29  7.33±0.19 

K/Creat (mol/mol)  630.94±28.12  475.89±35.31* 

Na/K  19.93±0.73  21.17±0.57 

Cl (mmol/L)  112.75±0.82  116.5±1.59* 

Cl/Creat (mol/mol)  9.28±0.35  7.60±0.63* 

Glucose (mmol/L)  11.33±2.0  9.73±0.84 

Protéine totale (g/L)  51.67±11.34  58.2±2.31 
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D. Mécanismes cellulaire et moléculaire à l’origine des dysfonctions cardio-rénales 

observées chez la souris PKR1
-/-

 

1. Angiogenèse et survie 

a. Altération de l’angiogenèse cardiaque et rénale à la naissance qui est compensée à 

l’âge adulte 

 

Chez les souris PKR1
-/-

 nouveau-nées, le nombre de capillaires sanguins PECAM-1
+
 s’est vu 

considérablement réduit.  

Cependant, à l’âge de 24 semaines, nous n’avons observé aucune différence dans le nombre  

de capillaires sanguins PECAM-1
+
 chez les souris PKR1

-/-
, à l’exception des zones recouvrant  

l’épicarde (dans le cœur) et les glomérules (dans le rein) (figure 30A). Ainsi, chez les souris 

PKR1
-/-

, dans l’épicarde nous avons observé que la baisse de la vascularisation représentait 

près de 12% (n=4, p<005) alors qu’elle atteignait dans les glomérules près de 39% (n=4, 

p<0.05).  

 

b. Développement d’un environnement hypoxique 

 

Nous avons supposé que la restauration de la vascularisation au stade de 24 semaines, dans les 

zones en dehors de l’épicarde et des glomérules des cœurs et reins PKR1
-/-

, s’effectuait par le 

biais de mécanismes compensatoires. Cette idée a été vérifiée par la mesure de l’expression 

du gène inductible par l’hypoxie HIF-1α. 

Nous avons constaté uniquement l’augmentation  de l’expression transcriptionelle du gène 

Hif-α  dans les cœurs et reins dérivés de nouveau-nées de souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 30B).  

Par contre, au stade de 3 semaines, les analyses ont démontré une élévation de la transcription 

et de la synthèse protéique du gène Hifα dans les cœurs et reins PKR1
-/-

 (Cf. figure 30C).  

HIF1-α un facteur de transcription pouvant activer l’expression des facteurs pro-

angiogéniques tels que VEGF, PDGF ou FGF. Ainsi, toujours à l’âge de 3 semaines, nous 

avons décelé une augmentation de la transcription des gènes Fgf et Pdgfb à la fois dans les 

cœurs et reins PKR1
-/-

. Ajoutons que nous avons également observé l’augmentation 

significative de l’expression transcriptionelle du gène Vegf dans les reins PKR1
-/-

 qui subit 

une élévation très faible dans les cœurs PKR1
-/-

 (Cf. figure 30D).  
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c. Altération des voies de survie contrôlées par la voie de signalisation Akt 

 

Au vu du rôle de la voie de signalisation PKR1 dans la protection des cardiomyocytes contre 

l’hypoxie, nous avons voulu étudier si la voie de signalisation Akt, impliquée dans la survie 

des cardiomyocytes, était altérée chez la souris PKR1
-/-

.  

Dès lors, l’analyse de l’expression protéique, a révélé une réduction considérable de la 

phosphorylation d’Akt dans les cœurs et reins de souris PKR1
-/-

 au stade de 3 semaines. Ainsi, 

nous avons démontré la présence d’une altération des voies de survie en partie responsable de 

la mort cellulaire observée dans les cœurs et reins des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 30E).  

 

Enfin, nous avons voulu mettre en évidence le type de cellules apoptotiques dans le cœur 

(cardiomyocytes, cellules endothéliales, cellules epicardin
+
) et le rein (cellules endothéliales 

glomérulaires et interstitielles, podocytes, cellules tubulaires, cellules epicardin
+
). Pour cela, 

nous avons co-localisé, par immunofluorescence indirecte, la présence de la caspase-3, 

protéase pro-apoptotique, avec les marqueurs des cellules endothéliales (PECAM-1), des 

cardiomyocytes (Troponine C), et des cellules epicardin
+
 (POD-1). Notre étude a donc révélé 

que les cardiomyocytes, les cellules endothéliales glomérulaires et les cellules epicardin
+
 

subissaient une mort cellulaire par apoptose (Cf. figure 30F).  

 

Ces données ont permis de mettre en évidence l’altération de l’angiogenèse dans les cœurs 

et reins PKR1
-/-

. Angiogenèse qui sera compensée par des mécanismes induisant la 

surexpression des gènes pro-angiogéniques. Néanmoins, cette compensation n’a pas permis 

de pallier aux défauts cellulaires engendrés par les phénomènes hypoxiques. A noter 

également que l’analyse de l’expression du VEGF dans les reins de 24 semaines a confirmé 

sa surexpression uniquement au niveau des zones interstitielles rénales des souris PKR1
-/-

 

(Cf. figure 30G). 
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Figure 30. Mécanismes cellulaire et moléculaire impliqués dans les dysfonctions cardio-

rénales des souris PKR1
-/-

 

A) Détection des capillaires sanguins PECAM-1
+
 dans les cœurs et reins par 

immunofluorescence indirecte chez le nouveau-né. L’histogramme représente la 

quantification du nombre de capillaires sanguins PECAM-1 
+
 normalisé par rapport au DAPI 

(n=4, p<0.05). B) Analyse transcriptionelle, par PCR, sur des échantillons de cœurs et de 

reins, de l’expression du gène Hif-1α chez les souris nouveau-nées et à 3 semaines normalisée 
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par rapport au gène de référence Gapdh (n=4, p<0.05).  C) Analyse par western blot de 

l’expression des protéines HIF-1α, à l’âge de 3 semaines sur des extraits protéiques de cœurs 

et de reins. L’histogramme représente la quantification du taux de protéines HIF-1α 

normalisé par rapport à l’expression de la protéine de référence GAPDH (n=3, duplicata, 

p<0.05). D) Niveau transcriptionelle des facteurs pro-angiogéniques Fgf-2, Pdgf, des 

isoformes 188 et 164 du Vegf sur des échantillons de cœurs et de reins. La normalisation est 

effectuée par rapport au gène de référence Gapdh (n=4). E) Analyse par western blot de 

l’expression des protéines pAkt et Akt, à l’âge de 3 semaines sur des extraits protéiques de 

cœurs et de reins. L’histogramme représente la quantification du taux de protéines pAkt 

normalisée par rapport à l’expression de la protéine de référence Akt (n=4). F) Co-

localisation par immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de reins et de cœurs de la 

caspase-3 (rouge) avec la troponine C (vert, cardiomyocytes), l’epicardin (vert, cellules 

progénitrices epicardin
+
), et PECAM-1 (vert, cellules endothéliales glomérulaire). G) 

Détection de l’expression du VEGF (rouge) co-localisé avec PECAM-1
+
 (vert) par 

immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de reins de souris à 24 semaines.  

 

2. Implication des cellules progénitrices dans les dysfonctions cardiaques et 

rénales 

 

Les cellules progénitrices epicardin
+
 sont, à l’origine, des cellules découvertes dans le cœur. 

Elles expriment le facteur de transcription epicardin appelé encore POD-1, TCF21 ou 

capsulin.  

 

a. Réduction de la population des cellules epicardin
+
 

 

i. Population cellulaire epicardin
+
 dans les cœurs 

 

Nous avons détecté par immunofluorescence indirecte la présence des cellules epicardin dans 

l’épicarde des cœurs de souris WT.  

Leur nombre est considérablement réduit dans l’épicarde des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 31).  
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ii. Population cellulaire epicardin
+
 dans les reins 

 

Etant donné les phénotypes observés dans les reins de souris PKR1
-/-

 nous avons également 

voulu recherché la présence de cellules progénitrices epicardin
+
.  

De façon surprenante, nous avons constaté dans le rein, à l’âge adulte, la présence des cellules 

progénitrices epicardin
+
.  

Comme pour le cœur, nous avons observé une réduction du nombre de cellules epicardin
+
 

dans les niches rénales des souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 31) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Niche des cellules epicardin
+
 dans les cœurs et reins WT et PKR1

-/-
 

Détection du facteur epicardin par immunofluorescence indirecte, sur des cryocoupes de 

cœurs et reins et visualisation en microscopie à fluorescence. Les histogrammes représentent 

la quantification du nombre de cellules epicardin
+
 normalisé par rapport aux cellules  DAPI 

(n=5, p<0.05). 

 

Au vu de la réduction de la population de cellules epicardin
+
 dans le cœur et le rein induite 

par la délétion de Pkr1, nous avons voulu connaître le rôle de la voie de signalisation PKR1 

dans l’activité des cellules epicardin
+ 

in vitro.   
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b. Rôle de la voie de signalisation PKR1 dans l’activité des cellules epicardin
+
 

 

Des études préalables menées au sein de notre laboratoire avaient montré le rôle de la voie de 

signalisation PKR1 dans l’activité des cellules progénitrices epicardin
+
 dérivées d’explants 

cardiaques (Urayama et al., 2008). 

Nous avons donc voulu compléter cette étude par la démonstration du rôle de PKR1 dans 

l’activité des cellules progénitrices epicardin
+
 dérivées du rein. Pour cela, nous avons utilisé 

dans un premier temps des cultures d’explants rénales dérivés de souris néonatales WT et 

PKR1
-/-

.  

 

Nous avons d’abord contrôlé l’effet de la PK2, sur la prolifération des cellules migrantes de 

l’explant rénal. Un  traitement à la PK2, des explants rénaux WT, a induit une amplification 

de la prolifération cellulaire, détectée par une immunofluorescence indirecte ciblant Ki67. 

Ainsi, près de 50% des cellules dérivées d’explants rénaux WT étaient prolifératives. 

Cependant, cet effet n’a pas été observé pour les cellules dérivées d’explants rénaux PKR1
-/-

 

(Cf. figure 32).  A noter également que 90% des cellules dérivées des explants rénaux WT ont 

été positives pour le facteur de transcription epicardin, après traitement à la PK2 (Cf. figure 

32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Prolifération des cellules progénitrices issues d’explants de reins néonataux WT 

et PKR1
-/-

 



161 

 

Détection du facteur epicardin et Ki67 par immunofluorescence indirecte, sur des explants 

dérivés de reins, après traitement ou non à la PK2 puis visualisation en microscopie à 

fluorescence. Les histogrammes représentent le nombre de cellules epicardin
+
 et Ki67

+
 

normalisé par rapport aux nombres de cellules DAPI (n=4, p<0.05). 

 

Les cellules epicardin
+
 du rein ont ensuite été isolées par la méthode des billes 

immunomagnétiques utilisant un anticorps anti-epicardin biotynilé. En effet, nous avons pu 

mettre en évidence une nouvelle méthode d’isolation des cellules epicardin+ basée sur : 

 Le type de facteur epicardin : le facteur epicardin est un facteur de transcription de 

type boucle-hélice-boucle. Il a été récemment démontré que la protéine 

BETA2/NeuroD, de la famille des facteurs de  transcription de type boucle-hélice-

boucle, nécessite les héparanes sulfates de protéoglycanes pour son attachement à la 

membrane (Noguchi et al., 2007). La protéine BETA2/NeuroD étant un facteur de 

transcription, cette étude démontre que cette protéine subit un trafic cellulaire. 

 L’expression du facteur au niveau cytoplasmique (Plotkin and Mudunuri, 2008). 

 Nos analyses qui ont démontré que la protéine epicardin est exprimée à la membrane. 

Ainsi, nous avons testé la capacité de différenciation des cellules progénitrices epicardin
+
 

rénales, après traitement à la PK2, en cellules endothéliales et CML.  

Nous avons démontré chez les cellules progénitrices epicardin
+
 rénales WT que la PK2 est 

capable d’induire la différenciation en CML et cellules endothéliales. Ces effets n’ont pas été 

observés chez les cellules dérivées des reins PKR1
-/-

 (Cf. figure 33). 

 

Ainsi nous démontrons, comme pour les EPDC dérivée de cœurs que la PK2 via PKR1 est 

capable d’activer la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices epicardin
+
 

dérivées des reins. 
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Figure 33. Différenciation des cellules progénitrices issues d’explants de reins néonataux 

WT et PKR1
-/-

 

Détection des marqueurs PECAM-1 et α-SMA,  par immunofluorescence indirecte,  sur des 

cellules epicardin
+
 dérivées de reins, après traitement ou non à la PK2 puis  visualisation en 

microscopie à fluorescence. Les histogrammes représentent la quantification du nombre de 

cellules epicardin
+
, Ki67

+
, PECAM-1

+
 et α-SMA

+
  normalisé par rapport au DAPI (n=4, 

p<0.05). 

 

E. Conclusion de partie 

 

Pour conclure, le premier volet de mon projet de Doctorat a permis de mettre en avant les 

conséquences pathologiques d’une perte du récepteur PKR1 sur le cœur et le rein. En effet, 

nous avons pu démontrer l’altération des voies de signalisation de survie régis par Akt et les 

défauts d’activité mitochondriale, tous deux menant à l’apoptose. Nous avons également 

révélé des anomalies de l’activité des cellules progénitrices epicardin
+
 conduisant à une 

réduction de la vascularisation et à des phénomènes hypoxiques. 

Ces résultats ont démontré le rôle important de la voie de signalisation PKR1 dans la 

physiologie cardio-rénale.  
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Figure 34. Schématisation des conséquences pathologiques de la délétion de Pkr1 chez la 

souris. 
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II. Rôle de la voie de signalisation PKR1 provenant de l’épicarde dans la fonction 

cardiaque et rénale 

 

Les études menées au sein de notre équipe de recherche, sur des souris transgéniques 

surexprimant le gène Pkr1 spécifiquement dans les cardiomyocytes, ont mis en évidence le 

rôle de la voie de signalisation PKR1 dans la néo-vascularisation cardiaque. De ce fait, la 

surexpression du gène Pkr1 dans les cardiomyocytes induit une sur-libération de son ligand la 

PK2 qui agit comme facteur paracrine pour stimuler la prolifération et la différenciation des 

EPDC en CML et cellules endothéliales (Urayama et al., 2008). De plus, le premier volet de 

mon projet de Doctorat a démontré que la délétion de Pkr1 provoque la perte des capacités de 

prolifération et de différenciation des cellules progénitrices epicardin
+  

rénales à l’origine 

d’une altération de la vascularisation cardiaque et rénale à la naissance qui est compensée à 

l’âge adulte. Néanmoins, cette compensation ne pallie pas aux effets de l’environnement 

hypoxique puisque à l’âge adulte, nous avons noté une sévère dégradation de la fonction 

cardio-rénale.  

A partir de là, nous avons posé la question suivante : quelle est la connexion cellulaire entre le 

cœur et le rein dépendante de la voie de signalisation PKR1 ? En effet, la délétion systémique 

du gène Pkr1 ne nous a pas permis de comprendre son rôle dans l’activité des cellules 

progénitrices epicardin
+
 et ainsi dans la morphologie et dans la fonction cardio-rénale. C’est 

pourquoi il a été nécessaire de cibler l’inactivation du gène Pkr1 au niveau de l’épicarde. 

Notre hypothèse était que les cellules progénitrices de l’épicarde représentent la connexion 

cellulaire entre le cœur et le rein. 

 

Le deuxième volet de mon projet de Doctorat  a ainsi visé à caractériser le rôle de la voie 

de signalisation PKR1, provenant de l’épicarde dans l’activation de la néo-

vascularisation, la communication cellulaire, l’activation des cellules progénitrices, et la 

morphogénèse des tissus cardiaques et rénaux. 

Pour cela, nous avons généré des souris dites epi-PKR1
-/-

 dont le gène Pkr1 a été 

spécifiquement inactivé au niveau de l’épicarde par utilisation de la technologie recombinase 

Cre. Notre étude a révélé que la voie de signalisation PKR1 est indispensable à l’activité des 

cellules progénitrices de l’épicarde au sein du cœur et du rein. Ainsi, nous avons montré que 

l’inactivation du gène Pkr1 dans l’épicarde et ses dérivés entraine des anomalies 

morphologique et fonctionnelle cardio-rénales.  
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A. Confirmation de l’absence du gène codant pour PKR1 dans l’épicarde des souris 

epi-PKR1
-/-

 

 

Pour connaître le rôle de la voie de signalisation PKR1 dans l’activité de l’épicarde, la 

vasculogenèse et la fonction cardio-rénale,  nous avons généré une souris mutante invalidant 

spécifiquement le gène codant pour Pkr1 au niveau de l’épicarde. Pour cela, nous avons 

croisé une souris contenant l’exon 2 du gène Pkr1 flanqué de deux sites LoxP avec une souris 

dont l’expression de la recombinase Cre est sous le contrôle du promoteur GATA-5 (souris 

GATA5-Cre). Ce croisement a donné lieu à la génération d’une souris  dont l’inactivation du 

gène Pkr1 est ciblée spécifiquement au niveau de l’épicarde, elle sera appelée tout le long de 

l’étude epi-PKR1
-/-

 

 

Ainsi, dans un premier temps, nous avons voulu localiser, dans le cœur des souris WT 

nouveau-nées, les cellules exprimant GATA-5. Pour se faire, nous avons effectué une 

immunofluorescence indirecte, sur cryocoupes de cœurs de souris nouveau-nées WT, ciblant 

la protéine GATA-5. Nos résultats ont confirmé que l’expression de GATA-5 est bien 

confinée majoritairement à l’épicarde dans le cœur des souris WT au jour postnatal 1 (Cf. 

figure 35A). 

 

Par la suite, nous avons voulu confirmer l’inactivation du gène Pkr1 dans l’épicarde. Pour se 

faire, nous avons effectué une immunofluorescence indirecte, sur des cryocoupes de cœurs 

isolés au jour postnatal 1, co-localisant le facteur de transcription WT1 spécifique aux cellules 

de l’épicarde et le récepteur PKR1 (Cf. figure 35B). Nous avons démontré que chez les souris 

epi-PKR1
-/-

 la délétion de PKR1 était effective spécifiquement au niveau de l’épicarde. En 

effet, les cardiomyocytes (dystrophine
+
) exprimaient toujours le récepteur PKR1 (Cf. figure 

35C). Une immunofluorescence indirecte a également mis en évidence que les cellules WT1
+
 

dérivées des reins WT, au stade néonatal, exprimaient PKR1. Nous avons pu confirmer 

comme pour les cœurs epi-PKR1
-/-

 que les reins epi-PKR1
-/-

, au jour postnatal 1, présentaient 

une invalidation spécifique du récepteur PKR1 au niveau des cellules WT1
+
  (Cf. figure 35D). 

De plus nous avons confirmé ces résultats in vitro puisque le marquage indirect des cellules 

epicardin
+
 dérivées des cœurs epi-PKR1

-/-
, à l’aide un anticorps anti-PKR1, ne permettait pas 

de déceler la présence du récepteur à la membrane alors que les cellules epicardin
+
 dérivées 

des cœurs WT l’exprimaient (Cf. figure 35E).  
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Ainsi, nous avons confirmé que le marqueur GATA-5 est spécifique à l’épicarde et est un 

marqueur valide spécifique aux cellules dérivant de l’épicarde et permettant l’étude de leur 

activité dans le cœur. De plus, nous avons mis en évidence chez les souris epi-PKR1
-/-

 

l’inactivation du récepteur  PKR1, au niveau des cellules WT1
+
, retrouvées dans l’épicarde et 

dans le rein. Il est important de noter que la délétion de PKR1 au niveau de l’épicarde n’a pas 

causé de létalité embryonnaire. 

 

Figure 35. Expression de PKR1 dans les cœurs et reins des souris epi-PKR1
-/-

 

Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de cœurs au stade néonatal : A) WT ciblant 

GATA-5 ; B, C,D) WT et epi-PKR1
-/-

 ciblant PKR1 (vert) et WT1 (B, C) ou la dystrophine (C) 

(rouge). E) Immunofluorescence indirecte, effectuée sans détergent, sur des cellules 

epicardin
+
 extraites à partir de cœurs néonataux sauvages et epi-PKR1

-/-
 ciblant l’expression 

du récepteur PKR1.  
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B. Les souris epi-PKR1
-/-

 développent des anomalies cardiaques au jour postnatal 1 

1. Anomalies de la structure et de la fonction cardiaque au jour postnatal 1 

 

Des analyses histologiques ont démontré que les cœurs epi-PKR1
-/-

, au stade néonatal, 

développaient une atrophie cardiaque qui se caractérisait principalement par une réduction des 

parois ventriculaires. Ces observations ont été confirmées par la mise en évidence d’une 

diminution du ratio poids du cœur mouillé sur poids total des souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 

36A). Un examen histologique approfondi a démontré la désorganisation de l’architecture du 

myocarde dans les cœurs de souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 36B). L’examen microscopique a 

confirmé cette observation puisqu’il a mis en évidence un manque de cardiomyocytes dans 

l’aire myocardique des cœurs de souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 36B). De plus, le même 

examen a révélé la présence d’une altération structurale des mitochondries qui paraissaient 

hypertrophiques dans les cœurs de souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 36C). L’homéostasie 

mitochondriale est à mettre en corrélation avec la fonction cardiaque. Ainsi, nous avons 

recherché la présence de dysfonction des cardiomyocytes dans les cœurs epi-PKR1
-/-

. 

Dès lors, l’examen de la contractilité de cardiomyocytes, isolés de cœurs de souris WT et epi-

PKR1
-/-

 au jour postnatal 1, a démontré le développement de défauts contractiles précoces se 

caractérisant par une altération de la réponse contractile à un traitement à la dobutamine (Cf. 

figure 36C). Une analyse de l’expression transcriptionelle,  des cœurs de souris néonatales, a 

démontré que l’expression du récepteur β1ar n’était pas altérée. Néanmoins, elle a permis de 

révéler une réduction de l’expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans le 

signal calcique incluant les gènes du Plb, du Serca, de l’échangeur Ncx, et du récepteur RyrR 

(Cf. figure 36D).  

Les anomalies contractiles et mitochondriales sont le plus souvent associées à une 

accumulation de lipides. Ainsi, nous avons recherché la présence d’accumulation anormale de 

lipides par une coloration à l’oil red. Celle-ci a révélé, chez les souris epi-PKR1
-/-

 au jour 

postnatal 1, une accumulation de lipides étendue au niveau de l’épicarde (Cf. figure 36E). Ces 

observations ont été confirmées par l’extraction des lipides cardiaques par la méthode Folch 

qui a démontré une forte proportion de lipides dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1 

(Cf. figure 36F). Enfin, une analyse de l’expression transcriptionelle, au stade postnatal 1, des 

gènes impliqués dans le métabolisme lipidique a démontré une surélévation de l’expression 

du gène CCAT/Enhancer Binding Protein (C/EBPα), principal inducteur de la lipogenèse, 

dans les cœurs de souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 36G). 
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Ces données ont révélé le développement d’une cardiomyopathie accompagnée d’altération 

de la fonction des cardiomyocytes et du métabolisme lipidique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36. Analyses histologique, microscopique, contractilité des cardiomyocytes et 

accumulation de lipides des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal  
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A) Coloration au trichrome de Mallory sur coupes paraffines de cœurs isolés au jour 

postnatal 1 (n=3). L’histogramme représente le poids du cœur mouillé normalisé par rapport 

au poids total (n=6, p<0.05). B) Analyse de la morphologie cardiaque par histologie et 

microscopie électronique au jour postnatal 1 (n=3) C) Contractilité, en battements par 

minute, des cardiomyocytes isolés à partir de cœurs de souris WT et epi-PKR1
-/-

 au jour 

postnatal 1. Trois conditions sont représentées : (-) sans traitement ; 0.5µM Dob : 05.µM de 

dobutamine ; 1µM Dob : 1µM de dobutamine (n=6, p<0.05). D) Analyse de l’expression 

transcriptionelle, sur des cœurs de souris extraits au jour postnatal 1, des gènes relatifs au 

récepteur β1ar, au Plb, Serca2b, à l’échangeur Ncx, et au récepteur RyR (n=4, p<0.05). E) 

Marquage à l’oil red montrant l’accumulation de lipide au sein de l’épicarde. F) 

Histogramme représentant la quantité de lipides cardiaques en µg extraits  par la méthode 

Folch (n=6, p<0.05). G) Analyse de l’expression transcriptionelle des gènes Pparγ, Pparα et 

C/ebpα. Le gène 36b4 est utilisé comme gène de référence (n=4). 

 

2. Altération de la prolifération des cellules cardiaques au jour postnatal 1 

 

Par la suite, nous avons recherché comment la perte de la voie de signalisation PKR1 au 

niveau de l’épicarde peut conduire à la réduction des parois ventriculaires et à l’altération de 

la contractilité et du métabolisme cardiaque. Nous avons ainsi analysé les phénomènes 

d’apoptose et de prolifération après la délétion de Pkr1  au niveau de l’épicarde. 

L’analyse de l’apoptose, par la méthode TUNNEL, sur des cryocoupes de cœurs, n’a révélé 

aucune différence entre les cœurs WT et epi-PKR1
-/-

, au jour postnatal 1 (Cf. figure 37A). 

Le taux de prolifération cellulaire a été mesuré, par la suite, par le bais d’une injection 

systémique de BrdU afin de localiser les cellules néoformées et d’en quantifier leur nombre. 

Les souris nouveau-nées ont été sacrifiées 6 heures après l’injection de BrdU afin de 

permettre son incorporation dans les noyaux des cellules prolifératives. Ainsi, des 

immunofluorescences directes ont mis en évidence une réduction considérable du taux de 

cellules prolifératives au sein des cœurs epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1 (Cf. figure 37B). 

De plus, des co-immunofluorescences, localisant le BrdU avec les marqueurs des cellules  

cardiaques, ont démontré que les cellules progénitrices epicardin
+
, les cellules endothéliales 

PECAM-1
+
, les CML α-SMA

+
 et  les cardiomyocytes dystrophine

+
, issus des cœurs epi-

PKR1
-/-

, étaient atteintes d’une altération de leur prolifération au jour postnatal 1 (Cf. figure 

37C).  



170 

 

 

 

 

Figure 37. Apoptose et prolifération des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal  

A) Analyse de l’apoptose par la méthode TUNNEL sur des cryocoupes de cœurs dérivés de 

souris nouveau-nées. L’histogramme représente la quantification du nombre de cellules 

positives au TUNNEL (n=3). B) Analyse de la prolifération après injection de BrdU par 

immunofluorescence directe. L’histogramme représente le nombre de cellules positives au 

BrdU (n=3, p<0.05). C) Co-localisation des cellules prolifératives positives au BrdU avec les 

marqueurs de cellules cardiaques : epicardin : EPDC ; dystrophine : cardiomyocytes ; 

PECAM-1 : cellules endothéliales ; α-SMA : CML.  
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3. Régression de l’angiogenèse et de l’artériogenèse au jour postnatal 1 

 

La suite de nos investigations a concerné l’analyse de la vascularisation cardiaque. En effet, 

nous avons recherché si l’altération de la perfusion coronarienne pouvait être impliquée dans 

le développement des anomalies morphologiques cardiaques des souris epi-PKR1
-/-

 au jour 

postnatal 1. 

Ainsi, nous avons entrepris des immunofluorescences indirectes, reconnaissant l’endothélium 

des capillaires sanguins PECAM-1
+
 et des vaisseaux α-SMA

+
, sur des cryocoupes de cœurs 

isolés de souris WT et epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1. Ainsi, ces analyses ont démontré une 

réduction du réseau microvasculaire PECAM-1
+ 

et une diminution du nombre des vaisseaux 

sanguins α-SMA
+
 dans les cœurs de souris epi-PKR1

-/-
 au jour postnatal 1(Cf. figure 38). 

 

Figure 38. Angiogenèse et artériogenèse des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal 

Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de cœurs ciblant les capillaires sanguins 

PECAM-1
+
 et les vaisseaux sanguins α-SMA

+
. Les histogrammes représentent la 

quantification du pourcentage de cellules endothéliales PECAM-1
+
 normalisé par rapport au 

nombre de noyau DAPI ou la quantification du nombre de vaisseaux sanguins  α-SMA
+
(B) 

(n=3, p<0.05). 
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4. Altération des communications cellulaires cardiaques autocrines et paracrines 

provenant des cellules epicardin
+
 chez les souris epi-PKR1

-/-
 

 

Par la suite, nous avons décidé d’étudier la contribution des cellules epicardin
+
 dans les 

défauts de prolifération des cardiomyocytes et des cellules vasculaires dans les cœurs epi-

PKR1
-/-

 au stade postnatal 1. Plus spécifiquement, nous avons recherché si la perte de la voie 

de signalisation PKR1 dans les cellules epicardin
+
 pouvait conduire à l’altération de la 

différenciation des cellules epicardin
+
 provoquant ainsi, de manière autocrine, la réduction du 

nombre de cardiomyocytes et la régression vasculaire dans les cœurs epi-PKR1
-/-

. 

 

 Altération de la voie de signalisation autocrine gouvernant l’activité des cellules 

epicardin
+
 in vivo 

Ainsi, afin d’étudier la population cellulaire de cellules epicardin
+
 dans les cœurs au stade 

néonatal, nous avons procédé à des immunofluorescences sur cryocoupes de cœurs, au jour 

postnatal 1, visant à mettre en évidence la présence des populations cellulaires epicardin
+
.  

Concernant les cœurs WT, ces analyses ont décelé la présence des cellules progénitrices 

epicardin
+ 

principalement au niveau de l’épicarde (Cf. figure 39). Ces cellules étaient 

également retrouvées dans le myocarde suggérant qu’elles subissaient des processus de 

migration cellulaire au sein du myocarde pour contribuer au développement postnatal du 

cœur. Nos analyses ont également révélé une diminution considérable des cellules 

progénitrices epicardin
+
 dans les cœurs de nouveau-nées epi-PKR1

-/-
 au jour postnatal 1 (Cf. 

figure 39).  

De plus, étant donné le rôle des cellules epicardin
+
 dans la vasculogenèse et la morphogenèse 

cardiaque, nous avons recherché les précurseurs dérivant des cellules progénitrices epicardin
+
 

par le biais d’immunofluorescences. Ainsi, nous avons démontré, dans les cœurs WT au jour 

postnatal 1, la présence en faible proportion de cellules exprimant à la fois la protéine 

epicardin et les marqueurs des cellules matures dont : la troponine C (cardiomyocytes), 

PECAM-1 (cellules endothéliales), α-SMA (CML). Par ailleurs, dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 

au jour postnatal 1, nos analyses ont permis de déceler la réduction de ces précurseurs 

cardiaques dérivants des cellules epicardin
+
 (Cf. figure 39).  
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Figure 39. Précurseurs des cellules matures dans les cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 au stade 

néonatal 

Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de cœurs ciblant le facteur de transcription 

epicardin seul (rouge) ou le co-localisant avec la troponine C (cardiomyocytes), PECAM-1 

(cellules endothéliales), α-SMA (CML) (vert). Les histogrammes représentent la 

quantification du pourcentage de cellules epicardin
+
 ou de précurseurs normalisé par 

rapport au nombre de cellules DAPI (n=3, p<0.05). 
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 Etude du contrôle par la PK2 de la différenciation des  cellules epicardin
+
 en lignées 

vasculaires et de cardiomyocytes 

 

La voie de signalisation PK2/PKR1 active la différenciation des cellules provenant d’explants 

cardiaques, qui se composent à 95% de cellules epicardin
+
, en cellules endothéliales et CML 

(Urayama et al., 2008). 

 

Nous avons ici voulu savoir si la PK2 était capable d’induire la différenciation des cellules 

epicardin
+
 provenant d’une population de cellules isolées de cœurs néonataux. Ainsi après 

leur extraction, les cellules ont été déposées sur puits et les différenciations en cellules 

endothéliales et CML ont été initiées par traitement à 5 ou 10nM de PK2. 

Des immunofluorescences indirectes ont permis de mettre en évidence que la PK2 était 

capable de favoriser la différenciation des cellules epicardin
+
 en cellules endothéliales 

VEGFR2
+
 et CML αSMA

+
 (Cf. figure 40A et B). 

 

Nous avons continué, par la suite, à étudier la plasticité cellulaire des cellules epicardin
+
. Des 

études ont pu démontrer le rôle des cellules epicardin
+
 durant le développement cardiaque. 

Ainsi, ces cellules epicardin
+
 contribuent à la morphogenèse cardiaque puisqu’elles peuvent 

donner naissance aux cardiomyocytes in vivo (Zhou et al., 2008a). Aucune étude n’a 

démontré la capacité de différenciation des cellules epicardin
+
 en cardiomyocytes in vitro. 

Cependant, une étude a pu mettre en évidence que le facteur FGF-2 est capable de favoriser la 

différenciation des cellules cardiaques Sca1
+
, dérivées de cœurs au jour postnatal 1, en 

cardiomyocytes contractiles sous l’action d’un traitement approprié (Rosenblatt-Velin et al., 

2005).  

Nous avons donc supposé que la PK2 ou le FGF-2 étaient capables d’induire la 

différenciation des cellules epicardin
+
, extraites de cœurs néonataux, en cardiomyocytes 

contractiles après un traitement approprié contenant du glycérophosphate, du DMX et de 

l’acide ascorbique (milieu CM). Après 30 jours de traitement avec le milieu CM, la 

contractilité des cellules a été analysée à l’aide d’un vidéo microscope. 

De façon surprenante, nos analyses ont démontré la présence de cellules contractiles dans les 

conditions CM+ PK2 et CM+ FGF-2 alors que le milieu CM seul n’induisait pas la génération 

de cellules contractiles. Par ailleurs, le traitement à la dobutamine, agoniste β-adrénergique, 

conduisait à une augmentation significative de la contractilité des cellules issues des 
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conditions CM+PK2 et CM+FGF-2. Ces résultats ont démontré que les cardiomyocytes 

générés dans les deux conditions (PK2 et FGF-2) étaient fonctionnels. Enfin, les cellules ont 

été marquées à l’aide d’une immunofluorescence indirecte ciblant l’α-actinine cardiaque 

confirmant que les cellules contractiles générées par le traitement CM+PK2 ou CM+FGF-2 

étaient bien des cardiomyocytes (Cf. figure 40C).  

 

Ces résultats ont démontré que la PK2 joue un rôle dans le contrôle de la différenciation 

des cellules epicardin
+ 

en activant la différenciation en cellules endothéliales, CML et 

cardiomyocytes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40. Différenciation des cellules epicardin
+ 

cardiaques en cellules vasculaires et 

cardiomyocytes. 

A,B) Immunofluorescence indirecte localisant les cellules endothéliales VEGFR2 (FLK1)
+
 (A) 

et les CML α-SMA
+
 (B) lors du traitement ou non des cellules epicardin

+
 à la PK2 (5 ou 
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10nM, 48h pour les cellules endothéliales et 24h pour les CML). Les histogrammes 

représentent la quantification du nombre de cellules FLK1
+
 ou α-SMA

+
 normalisé par 

rapport aux noyaux DAPI  (n=3, p<0.05). C) Immunofluorescence indirecte localisant l’α-

actinine cardiaque sur des cellules epicardin
+
 traitées par un milieu induisant la 

cardiomyogenèse avec ou sans traitement à la PK2 10nM ou au FGF-2 25ng/ml pendant 30 

jours. L’histogramme représente le nombre de contraction par minute observé par vidéo 

microscopie après 30 jours de traitement (n=3, p<0.05). 

 

 Les cœurs de souris epi-PKR1
-/-

 sont atteints au jour postnatal 1 d’une altération de 

la communication cellulaire paracrine 

 

Par la suite nous avons recherché l’impact de la délétion de Pkr1 spécifique aux cellules 

epicardin
+ 

sur l’interaction paracrine entre les cellules epicardin
+
 et les cellules cardiaques 

matures pouvant être responsable de l’altération de la fonction des cardiomyocytes et de la 

régression du réseau capillaire. Ainsi, nous avons décidé d’étudier le rôle des facteurs libérés 

par les cellules progénitrices epicardin
+ 

sur la fonction contractile des cardiomyocytes. 

 

Pour cela, nous avons mis en présence des cardiomyocytes néonataux WT avec du milieu 

conditionné provenant des cellules epicardin
+ 

 WT ou epi-PKR1
-/-

 (la première condition sera 

appelée CM-WT et la deuxième CM-epi-PKR1
-/-

). Le milieu a été changé tout les deux jours 

et après 5 jours, la capacité de contraction des cardiomyocytes a été mesurée.  

A ce titre, nous avons observé une réduction considérable de la fonction contractile des 

cardiomyocytes mis en présence avec du milieu de cellules epicardin
+ 

 epi-PKR1
-/-

 comparé 

au WT (246,51 battements/min et 159.1 battements/min pour les CM-WT et CM-epiPKR1
-/-

 

respectivement). L’ajout de dobutamine, agoniste βAR, permettait l’augmentation 

significative de la contractilité des CM-WT alors qu’elle n’agissait pas sur la contraction des 

CM-epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 41A). Ces données ont révélé que la fonction contractile des 

cardiomyocytes était altérée en présence de milieu conditionné provenant des cellules 

progénitrices epicardin
+
 epi-PKR1

-/-
. Ces résultats ont démontré que la voie de signalisation 

PKR1 est nécessaire pour l’activation de facteurs paracrines libérés par les cellules epicardin
+
 

et joue un rôle dans la régulation de la contraction des myocytes cardiaques. 
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 Altération de la communication cellulaire entre les cellules epicardin
+
 et les cellules 

endothéliales 

Par la suite, nous avons mesuré la prolifération des cellules endothéliales cardiaques, H5V, en 

présence de milieu conditionné provenant des cellules epicardin
+ 

 WT ou epi-PKR1
-/-

 (la 

première condition sera appelée H5V-WT et la deuxième H5V-epi-PKR1
-/-

) pendant 24 

heures et 48 heures. La prolifération des cellules H5V a été quantifiée par comptage manuel. 

 

Ainsi, la prolifération des cellules H5V-WT était augmentée de manière temps-dépendante 

(Cf. figure 41B) par rapport à la prolifération basale des cellules H5V en présence de 15% de 

FCS. Ces résultats ont démontré que les facteurs libérés par les cellules epicardin
+
 sont 

capables de stimuler la prolifération des cellules endothéliales cardiaques. Nous avons ensuite 

démontré que la prolifération des cellules H5V-epi-PKR1
-/-

 n’était pas stimulée puisqu’elle 

était  identique à la prolifération basale des cellules H5V en présence de 15% de sérum (Cf. 

figure 41B). Ces résultats démontrent que la voie de signalisation PKR1 est nécessaire pour 

l’activation de facteurs paracrines libérés par les cellules epicardin
+
 et joue un rôle dans la 

stimulation de la prolifération des cellules endothéliales cardiaques.  

Figure 41. Contrôle paracrine de l’activité des cellules endothéliales et cardiomyocytes par 

la voie de signalisation PKR1 dépendante des cellules epicardin
+
 cardiaques 

A) Contractilité de cardiomyocytes WT mis en présence de milieu de cellules epicardin
+ 

 

dérivées de cœurs WT et epi-PKR1
-/-

. Les histogrammes représentent la contractilité des 
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cardiomyocytes en battements par minute avec deux conditions : (-) : sans traitement ; 1µM 

Dob: +1µM dobutamine (n=4, p<0.05). B) Prolifération de cellules H5V mises en présence 

de milieu de cellules epicardin
+ 

dérivées de cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 après 24 heures et 48 

heures. L’unité est cellule*10
4
/ml. (* significatif par rapport à 24 heures et **significatif par 

rapport à la condition contrôle) (n=4, p<0.05).  

 

La perte de la voie de signalisation PKR1 spécifique aux cellules epicardin
+
 conduit à 

l’altération des fonctions autocrines et paracrines des cellules epicardin
+
. Ces anomalies 

sont responsables des anomalies fonctionnelles des cardiomyocytes, de la régression du 

réseau vasculaire et de la réduction des parois ventriculaires chez les souris epi-PKR1
-/-

 au 

stade néonatal. 

 

C. Les souris epi-PKR1
-/-

 développent une cardiomyopathie hypertrophique à l’âge 

adulte 

1. Dysmorphie et dysfonction cardiaques à l’âge adulte  

 

Nous avons ensuite décidé de rechercher si les anomalies observées au stade néonatal pouvait 

affecter la morphologie et la fonction cardiaque des souris epi-PKR
-/-

 à des âges avancés.  

Ainsi, des analyses histologiques ont démontré que les cœurs des souris epi-PKR1
-/-

 à l’âge de 

24 semaines étaient atteints d’atrophie caractérisée par une réduction de l’épaisseur des parois 

ventriculaires (Cf. figure 42A). Ces observations ont été confirmées par la mesure du ratio 

poids du cœur mouillé sur poids total qui s’avérait ainsi réduit chez les souris epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines (Cf. figure 42B). Corroborant ces résultats, une analyse échocardiographique, 

pratiquée à 24 semaines, a démontré la réduction du poids du ventricule gauche chez les 

souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 42C). Par ailleurs, des analyses histologiques, par coloration au 

trichrome de Mallory, ont démontré l’altération de la formation du mésenchyme sous 

épicardique chez les souris epi-PKR1
-/-

 caractérisée par un contact physique entre l’épicarde 

et le myocarde (Cf. figure 42D).   

Les examens histologiques, par coloration au trichrome de Mallory, ont mis en évidence la 

présence d’une fibrose interstitielle dans les cœurs epi-PKR1
-/- 

(Cf. figure 42E). En 

concordance avec ces résultats, l’analyse de l’expression transcriptionelle a révélé la 
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surexpression des gènes Col1a1 et Col1a3 dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. 

figure 42F). 

 

 

 

Figure 42. Analyse histologique des cœurs de souris WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines 

A) Coloration au Trichrome de Mallory sur cryocoupes de cœurs isolés à 24 semaines (n=3). 

B) Histogramme représentant le poids du cœur mouillé normalisé par rapport au poids total 

(n=15, p<0.01). C) Mesure par échocardiographie de la masse du ventricule gauche (VG) en 
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mg (n=5, p<0.05) D) Coloration au trichrome de Mallory sur coupes paraffines de cœurs 

isolés à 24 semaines. La section représente, chez les souris WT,  l’épicarde et le myocarde 

séparé par le mésenchyme sous-épicardique. Chez les souris epi-PKR1
-/-

, l’épicarde et le 

myocarde sont reliés par un contact physique direct. E) Coloration au trichrome de Mallory 

sur coupes paraffines de cœurs isolés à 24 semaines. La fibrose est indiquée en bleu. E) 

Mesure par PCRq du niveau d’expression relatif des gènes du collagène 1a1 et 1a3 (n=4). 

 

2. Hypertrophie des cardiomyocytes à l’âge adulte 

 

Une mesure de la morphométrie des cardiomyocytes, par le biais d’une immunofluorescence 

indirecte, pratiquée à l’âge de 24 semaines et visant la dystrophine, a permis de révéler une 

augmentation de l’aire des cardiomyocytes composant les cœurs epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 43A). 

De plus, la même analyse effectuée sur des cardiomyocytes isolés, confirmait cette 

observation puisque la taille des cardiomyocytes isolés des cœurs epi-PKR1
-/-

 à l’âge de 24 

semaines avait augmenté (Cf. figure 43B). 

Il est donc évident que les souris epi-PKR1
-/-

 développaient une cardiomyopathie dilatée 

compensée par une hypertrophie des cardiomyocytes. 

 

Cependant à 24 semaines, les cœurs epi-PKR1
-/-

 ne présentaient pas une élévation de 

l’expression des gènes hypertrophiques. Seul le gène Bnp était surexprimé dans les cœurs epi-

PKR1
-/-

 à 24 semaines. A contrario, l’analyse de l’expression transcriptionelle sur les cœurs  

isolés à 3 semaines a décelé, chez les souris epi-PKR1
-/-

, une réduction de l’expression de l’α-

Mhc alors que la β-Mhc, l’Anf et le Bnp étaient surexprimés (Cf. figure 43C). Ces résultats  

ont démontré que les mécanismes hypertrophiques se développaient dès le plus jeune âge dans 

les cœurs epi-PKR1
-/-

 et la réduction des gènes hypertrophiques observée à 24 semaines était 

sans doute reliée à l’apparition de mécanismes de décompensation.  
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 Figure 43. Analyse morphometrique des cardiomyocytes et de l’expression des gènes 

hypertrophiques des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 à l’âge adulte 

A) Immunofluorescence indirecte, ciblant la dystrophine, sur cryocoupes de cœurs à l’âge de 

24 semaines. L’histogramme représente la mesure de l’aire des cardiomyocytes par le logiciel 

ImageJ (n=3, p<0.05). B). Cardiomyocytes isolés de cœurs de souris à l’âge de 24 semaines. 

L’histogramme représente la mesure de l’aire des cardiomyocytes par le logiciel imageJ 

(n=3, p<0.05). C) Expression relative des gènes hypertrophiques incluant l’α-Mhc, la β-Mhc, 
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l’Anf, le Bnp et Gata4 à 3 et 24 semaines. L’expression des gènes est normalisé par rapport 

au gène de référence 36b4 (n=4). 

 

3. Anomalies de la structure cardiaque 

 

Ainsi, un examen sur coupe au microscope électronique, au stade de 24 semaines, a démontré 

un élargissement des myofibrilles confirmant le développement d’une hypertrophie 

compensatrice (Cf. figure 44A).  

Il a mis également en évidence la présence de mitochondries anormales d’un point de vue  de 

leur distribution au sein du myocarde mais également d’un point de vue structural puisqu’elles 

apparaissaient gonflées ou dégénérescentes (Cf. figure 44A-B). 

De plus, le myocarde était également dégénérescent puisque nous avons pu observer la 

dégradation des myofibrilles accompagnée de phénomènes d’autophagie (Cf. figure 44B-C). 

 Enfin, les capillaires sanguins présentaient une organisation anarchique de leur endothélium 

semblant correspondre à un phénotype de type fenestration  (Cf. figure 44D). 
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Figure 44. Vue en coupe par microscopie électronique de cœurs de souris à 24 semaines  

A, B,C) Représentation des structures myocardiques.  mt : mitochondries, z : bande z, N : 

noyaux, la flèche noire représente les phénomènes d’autophagie. D) Représentation des 

capillaires, En : endothélium, GR : globules rouges, N : noyau. 
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4. Altération de la fonction mitochondriale 

 

Après la révélation des défauts structuraux des mitochondries, nous avons choisis de mener 

une étude plus approfondie de la fonction de l’enzyme SDH impliquée dans la chaîne 

respiratoire mitochondriale. 

Ainsi, au stade de 24 semaines, nous avons constaté une réduction de l’activité mitochondriale 

des cœurs epi-PKR1
-/-

 puisque l’intensité de couleur représentant l’activité de la SDH était 

considérablement diminuée (Cf. figure 45A). Par la suite, nous avons décidé de contrôler le 

métabolisme des lipides au sein du myocarde. 

Toujours au stade de 24 semaines, un marquage à l’oil red a démontré la présence 

d’accumulation de lipides augmentée significativement dans certaines zones du myocarde et  

de l’épicarde (Cf. figure 45B). Cependant, l’extraction de lipides par la méthode Folch n’a pas 

mis en évidence une différence significative dans l’accumulation de lipides entre les cœurs 

WT et epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 45C). Néanmoins, au vu de la réduction de l’activité 

mitochondriale et de la détérioration de la structure des mitochondries des cœurs epi-PKR1
-/-

, 

nous avons recherché les accumulations localisées des lipides dans les cœurs epi-PKR1
-/-

. 

Ainsi, la mesure du nombre de gouttelettes lipidiques a révélé une accumulation localisée des 

lipides dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 45D). Enfin, une analyse de l’expression 

transcriptionelle a démontré que les deux principaux activateurs du métabolisme lipidique 

incluant, Pparγ et C/ebpα, étaient surexprimés dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. 

figure 45E). 
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Figure 45. Analyse de la fonction mitochondriale des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines 

 A) Analyse de l’activité de la SDH. L’histogramme représente la quantification par le 

logiciel ImageJ de la couleur de la SDH (n=3, p<0.05). B) Marquage à l’oil red montrant 

l’accumulation de lipides (n=3). C) L’histogramme représente la quantité de lipides 

cardiaques (en mg) extraits par la méthode Folch (n=6, p<0.05). D) Histogramme 

représentant la quantification par le logiciel ImageJ du nombre de gouttelettes de lipides au 

sein du myocarde et de l’épicarde (n=3, p<0.05). E) Analyse de l’expression transcriptionelle 

des gènes Pparγ, Pparα et C/ebpα. Le gène 36b4 est utilisé comme référence (n=4).  
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5. Apoptose abondante à l’origine de la réduction de la masse du ventricule 

gauche 

 

Afin de déterminer quelles étaient les causes pouvant être à l’origine de la réduction de la 

paroi du ventricule gauche, nous avons choisis de quantifier le nombre de cellules en apoptose 

au sein des cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines. 

Ainsi, une analyse par TUNNEL a démontré une forte proportion de cellules en apoptose dans 

les cœurs epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. figure 46A). 

De plus, une co-immunofluorescence ciblant la caspase-3 (protéase pro-apoptotique) et la 

troponine C (marqueur des cardiomyocytes) révélait qu’une forte proportion des 

cardiomyocytes issus des cœurs epi-PKR1
-/-

 de 24 semaines entraient dans des processus 

d’apoptose (Cf. figure 46B).  

Par ailleurs, cette même co-immunofluorescence ciblant la caspase-3 et le facteur epicardin a 

mis en évidence qu’une forte proportion des cellules progénitrices epicardin
+
 était également 

en apoptose (Cf. figure 46B). Confirmant ces résultats, une immunofluorescence indirecte a 

démontré à 24 semaines la réduction du nombre de cellules epicardin
+
 dans les cœurs epi-

PKR1
-/-

 (Cf. figure 46C).  

 

Au vu de ces observations révélant l’amplification de l’apoptose et donc le déclenchement de 

processus hypoxiques, nous avons cherché à savoir si l’altération de l’angiogenèse et de 

l’artériogenèse, observée au stade néonatal, était compensée ou maintenue à l’âge adulte. Pour 

cela, nous avons effectué des immunofluorescences indirectes à l’âge de 24 semaines qui ont 

démontré une réduction du nombre de capillaires sanguins PECAM
+
 et de vaisseaux α-SMA

+
 

dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. figure 46D).  
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Figure 46. Apoptose et vascularisation de cœurs WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines 

A) Analyse de l’apoptose par la méthode TUNNEL sur cryocoupes de cœurs à 24 semaines. 

L’histogramme représente la quantification du nombre de cellules TUNNEL
+
 normalisé par 

rapport au nombre de noyau DAPI. B) Immunofluorescence indirecte co-localisant le 

marqueur epicardin ou troponine C (vert)) et la caspase-3 (rouge) sur des cryocoupes de 
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cœurs à 24 semaines. D) Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de cœurs à 24 

semaines ciblant le facteur de transcription epicardin. L’histogramme représente la 

quantification du pourcentage de cellules epicardin
+ 

normalisé par rapport au nombre de 

noyau DAPI (n=3, p<0.05). D)  Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de cœurs à 24 

semaines ciblant les cellules endothéliales PECAM-1
+ 

(gauche) et les vaisseaux α-SMA
+
. Les 

histogrammes représentent la quantification du nombre de cellules PECAM-1
+
 normalisé par 

rapport au nombre de noyau DAPI (n=3, p<0.05) et la quantification nombre des vaisseaux 

α-SMA
+
 (n=3, p<0.05). 

 

6. Dysfonction cardiaque à l’âge adulte 

 

Une échocardiographie pratiquée à l’âge de 24 semaines a révélé le développement 

d’anomalies fonctionnelles sévères. Ainsi, le diamètre interne du ventricule gauche était 

augmenté alors que l’épaisseur de sa paroi antérieure était réduite (Cf. tableau 12).  

A coté de cela, nous avons constaté une altération de la fonction ventriculaire puisque les 

fractions d’éjection et de raccourcissement étaient réduites (Cf. figure 47A).  

 

Ces anomalies étaient également accompagnées d’une augmentation du volume ventriculaire 

et d’œdèmes pulmonaires mise en évidence par l’augmentation du ratio poids du poumon 

mouillé sur le poids total (Cf. figure 47A et tableau 12).  

 

Par ailleurs, un électrocardiogramme, effectué sur des souris au stade de 24 semaines, a 

démontré la présence d’une tachycardie associée à une ischémie (Cf. figure 47B). 

 

Nous avons voulu également analyser le taux de survie des souris en condition de stress. Pour 

cela, nous avons employé un modèle d’infarctus du myocarde par  ligature permanente de 

l’artère coronaire gauche descendante. Nous avons démontré que le taux de survie, 56 jours 

après l’infarctus, était considérablement réduit chez les souris epi-PKR1
-/-

 puisque 71% de ces 

souris ont succombées à la ligature de l’artère coronaire alors que le pourcentage se réduisait à  

56% chez les souris WT. 
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Figure 47. ECG et analyse de la fonction cardiaque des souris WT et epi-PKR1
-/-

 

A) Mesure par échocardiographie de la fraction d’éjection et de raccourcissement (%) 

(n=5, p<0.05) et mesure du ratio poids du poumon mouillé sur poids totale (n=15, 

p<0.01). B)  Electrocardiogramme (ECG) de souris au stade 24 semaines 

représentant une tachycardie et un sous-décalage ST chez la souris epi-PKR1
-/-

. 
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Tableau 12 : Echocardiographie à 24 semaines (n=5).  

DIVG diamètre interne du VG ; PPVG : paroi postérieur du VG ;  PAVG paroi antérieure du 

ventricule gauche ; VG ventricule gauche ; d diastole, s systole 

  WT Epi-PKR1
-/-

 

DIVG (d) (mm) 3.37±0.24 3.73±0.11 

PPVG (d) (mm) 1.27±0.15 1.02±0.14 

DIVG (s) (mm) 1.76±0.19 2.46±0.28* 

PPVG (s) (mm) 1.87±0.07 1.45 ±0.15* 

PAVG (d) (mm) 1.09±0.10 0.99 ±0.02 

PAVG (s) (mm) 1.65±0.12 1.29±0.05* 

Volume VG (d) (µl) 56.935 ±10.7 59.75±4.14 

Volume du VG (s) (µl) 10.94 ±2.22 23.39±5.64* 

Fraction d'éjection (%) 80.04  ±2.77 62.83±7.27* 

Fraction de raccourcissement (%) 48.09±3 34.76±5.93* 

Masse VG (mg) 165.32  (±26.7) 106.48±4.72* 

 

 

L’altération des fonctions autocrine et paracrine des cellules epicardin
+
 dépendante de la 

délétion de la voie de signalisation PKR1 conduit au développement d’une cardiomyopathie 

dilatée compensée par une hypertrophie des cardiomyocytes. Les souris epi-PKR1
-/-

 

développent une ischémie dépendante de la régression du réseau vasculaire coronarien, 

une amplification de l’apoptose, une dysfonction mitochondriale accompagnée de 

lipotoxicité et une mortalité accrue après un infarctus du myocarde. 
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D. Les souris epi-PKR1
-/-

 développent des anomalies rénales au stade néonatal 

1. Anomalies de la morphologie rénale, de la structure des glomérules et des 

tubules rénaux 

 

 

A la naissance les reins des souris epi-PKR1
-/-

 apparaissaient hypoplasiques puisque le ratio 

poids du rein mouillé sur poids total était considérablement réduit. Par ailleurs, l’analyse 

histologique des reins epi-PKR1
-/-

 a décelé également l’apparition d’hypoplasie avancée (Cf. 

figure 48A).  

Ces résultats ont démontré grâce à la mise en évidence de la dysmorphie rénale que le 

développement de la pathologie rénale n’était pas du à la cardiomyopathie décrite 

précédemment mais dépendait directement de l’inactivation de Pkr1 spécifiquement au niveau 

de l’épicarde. 

 

Une analyse par microscopie électronique a décelé une atrophie des podocytes accompagnée 

d’un effacement de leurs pédicelles le plus généralement caractéristique des glomérulopathies. 

De plus, l’endothélium et la membrane basale des glomérules epi-PKR1
-/-

 paraissaient amincit 

(Cf. figure 48B). 

 

Par la suite, nous nous sommes intéressés à l’analyse de la structure des tubules rénaux. Ainsi, 

un examen de coupes de reins néonatales en microscope électronique a démontré l’absence, 

dans de nombreuses cellules tubulaires, d’invaginations essentielles à la fonction des tubules 

rénaux chez les souris nouveau-nées epi-PKR1
-/-

. 

De plus, le même examen a permis de déceler, dans les reins epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1, 

la présence de mitochondries anormales dont le nombre et la densité étaient réduits. Dans les 

reins WT, les mitochondries paraissaient allongées et d’une taille moyenne alors que dans les 

reins epi-PKR1
-/-

 elles paraissaient de forme arrondie et le plus souvent atrophique. 

Nous avons également observé la présence d’une forte accumulation de lipides dans les 

cellules tubulaires rénales, provenant des reins epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1 (Cf. figure 

48C). Nous détections également la présence d’accumulation lipidique qui a été mise en 

évidence par l’extraction des lipides par la méthode Folch et par un marquage de cryocoupes 

de reins à l’oil red (Cf. figure 49D). 
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Les souris epi-PKR1
-/-

 développent une pathologie rénale au stade néonatal caractérisée 

par une hypoplasie tissulaire et une altération des structures tubulaires et glomérulaires. 

 

 

Figure 48. Analyse histologique et microscopique et accumulation de lipides des reins WT 

et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal 

A) Examen histologique par coloration au trichrome de Mallory de cryocoupes  de reins au 

stade néonatal (n=3). L’histogramme représente le poids du rein mouillé sur le poids total en 

mg par g (n=6, p<0.05). B) Analyse en microscopie électronique sur coupes de reins au stade 

néonatal. Les images représentent la structure glomérulaire. CG : capillaires glomérulaires, 

Pdc : podocytes, P : pédicelles, la flèche noire représente l’endothélium fenestré, la flèche 

blanche représente la membrane basale glomérulaire. C) Analyse en microscopie 

électronique sur coupe de reins au stade néonatal. Les images représentent la structure 

tubulaire. Inv : invagination des cellules tubulaires (CT), Tub : tubules, les flèches indiquent 
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les mitochondries. D) Coloration à l’oil red de cryocoupes de reins néonatales. 

L’histogramme représente la quantité de lipides rénaux en µg extraits par la méthode Folch.  

 

2. Altération de la prolifération cellulaire 

 

Par la suite, nous avons recherché comment la délétion de PKR1 spécifique à l’épicarde peut 

causer des altérations de la morphologie et de la structure rénale. Plus particulièrement, si 

l’hypoplasie rénale des souris epi-PKR1
-/-

 est due à une perte de la prolifération ou à une 

amplification de l’apoptose.  

 

Concernant l’apoptose, nous n’avons observé aucune intensification de celle-ci dans les reins 

epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal puisque l’analyse par TUNNEL a révélé un même taux de mort 

cellulaire entre les reins WT et epi-PKR1
-/-

 (figure 49A). 

 

Pour la quantification de la prolifération cellulaire des reins, nous avons entrepris une 

injection systémique de BrdU afin de localiser les cellules néoformées et d’en quantifier leur 

nombre. Nous avons suivi le même schéma d’injection et de préparation tissulaire que pour le 

cœur. Ainsi, des immunofluorescences directes ont mis en évidence une réduction 

considérable du taux de cellules prolifératives au sein des reins epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 59B).  

De plus, des co-localisations du BrdU avec les marqueurs des cellules rénales ont permis de 

mettre en évidence une altération de la prolifération, au stade néonatal, des cellules 

progénitrices rénales (epicardin
+
), des cellules endothéliales glomérulaires (PECAM-1

+
) et 

des podocytes (Podocin
+
) dérivées des reins epi-PKR1

-/-
 (Cf. figure 49C).  
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Figure 49. Prolifération et apoptose des reins WT et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal 

A) Analyse de l’apoptose par la méthode TUNNEL sur des cryocoupes de reins dérivés de 

souris nouveau-nées. L’histogramme représente la quantification du nombre de cellules 

positives au TUNNEL (n=3, p<0.05). B) Analyse de la prolifération sur cryocoupes de reins 

après injection de BrdU par immunofluorescence directe. L’histogramme représente le 

nombre de cellules positives au BrdU (n=3, p<0.05). C) Co-localisation du marqueur 

epicardin, PECAM-1 et podocin (rouge) avec le BrdU (vert) sur cryocoupes de reins dérivés 

de souris néonatale 
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3. Altération de l’angiogenèse et de l’artériogenèse 

 

Nous avons recherché par la suite si les défauts morphologiques et structuraux observés chez 

les souris epi-PKR1
-/-

 étaient dus à une baisse des réseaux sanguins rénaux. 

 

Nous avons démontré à l’aide d’une immunofluorescence indirecte que les glomérules epi-

PKR1
-/-

 présentaient un défaut de développement de leurs capillaires sanguins caractérisé par 

une réduction du nombre de cellules PECAM-1
+
. Cependant, ces analyses n’ont pas décelé la 

réduction du nombre de capillaires sanguins PECAM-1
+
 mais ont révélé la baisse du nombre 

de vaisseaux α-SMA
+
 (Cf. figure 50).   

 

Ces données ont permis de démontrer, dans  les reins epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1, le 

développement du réseau interstitiel microvasculaire PECAM-1
+ 

normal mais l’altération 

de l’artériogenèse rénale et de l’angiogenèse glomérulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Angiogenèse et artériogenèse des reins WT et epi-PKR1
-/-

 au stade néonatal 



196 

 

Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de reins ciblant les cellules endothéliales 

glomérulaires et interstitielles PECAM-1
+
 et les vaisseaux α-SMA

+
 Les histogrammes 

représentent la quantification du pourcentage de cellules endothéliales glomérulaires ou 

interstitielles PECAM-1
+
 normalisé rapport au nombre de noyau DAPI ou la quantification 

du nombre de vaisseau α-SMA
+
 (n=3, p<0.05). 

 

 

4. Altération des communications cellulaires rénales autocrine et paracrine 

provenant des cellules epicardin
+
 chez les souris epi-PKR1

-/-
 

 

 Réduction du nombre de cellules progénitrices epicardin
+
 et des précurseurs en 

dérivant dans les reins de souris epi-PKR1
-/-

 

 

Nous avons recherché la contribution des cellules epicardin
+
 dans l’hypoplasie rénale et 

l’altération de l’angiogenèse glomérulaire et l’artériogenèse rénale. Plus particulièrement, 

nous avons souhaité étudier si la perte de Pkr1 dans les cellules epicardin
+
 pouvait induire une 

altération de la prolifération des cellules endothéliales glomérulaires.  

 

Afin d’étudier la population cellulaire de cellules epicardin
+
 dans les reins au stade néonatal, 

nous avons procédé à des immunofluorescences sur cryocoupes de reins visant à mettre en 

évidence la présence des populations cellulaires epicardin
+
. Ces analyses ont décelé, au 

niveau des reins WT au jour postnatal 1, la présence d’une forte proportion cellulaire de 

cellules epicardin
+ 

essentiellement localisée au niveau du cortex et semblant migrer et 

contribuer au développement postnatal du rein. Nos analyses ont également révélé une 

diminution considérable des cellules progénitrices epicardin
+
 dans les reins de nouveau-nées 

epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 51).  

 

Nous avons recherché les précurseurs dérivant des cellules progénitrices epicardin
+
 par le 

biais d’immunofluorescences. Ainsi, nous avons démontré, dans les reins WT au jour 

postnatal 1, la présence en faible proportion de cellules exprimant à la fois la protéine 

epicardin et les marqueurs des cellules matures incluant PECAM-1 (cellules endothéliales) et 

α-SMA (CML). Par ailleurs, dans les reins epi-PKR1
-/-

 au jour postnatal 1, nos analyses ont 
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permis de déceler la réduction de ces précurseurs rénaux dérivants des cellules epicardin
+
 (Cf. 

figure 51).  

 

 

 

Figure 51.  Niche de cellules epicardin
+
 dans les reins WT et epi-PKR1

-/-
 au stade néonatal 

 Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de reins ciblant le facteur de transcription 

epicardin seul (rouge) ou le co-localisant avec PECAM-1 (cellules endothéliales) ou α-SMA 

(artérioles) (vert). Les histogrammes représentent la quantification du pourcentage de 

cellules epicardin
+
 ou de précurseurs normalisé par rapport au nombre de noyau DAPI (n=3, 

p<0.05). 
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 Altération de la communication cellulaire entre les cellules epicardin
+
 et les cellules 

endothéliales glomérulaires  

 

Nous avons voulu comprendre si la perte de PKR1 dans les cellules epicardin
+
 peut empêcher 

la communication cellulaire entre les cellules rénales matures et les cellules progénitrices 

epicardin
+
 responsables de la régression de l’angiogenèse glomérulaire. 

Une étude in vitro concernant la communication cellulaire des cellules dites epicardin
+ 

 et des 

cellules endothéliales glomérulaires a également été menée. En effet, l’étude in vivo avait 

démontré que la prolifération des cellules endothéliales glomérulaires était considérablement 

réduite mais également que l’activité des cellules progénitrices epicardin
+ 

rénales était altérée. 

Ainsi, nous avons isolé les cellules endothéliales glomérulaires à partir de glomérules extraits 

de reins WT et nous avons étudié la prolifération cellulaire en présence de milieu provenant 

des cellules epicardin
+
 WT ou epi-PKR1

-/-
 pendant 24 heures ou 48 heures (la première 

condition sera appelée CEG-WT et la deuxième CEG-epi-PKR1
-/-

). Nous avons, par la suite, 

mesuré la prolifération cellulaire des cellules endothéliales glomérulaires par comptage 

manuel. 

Ainsi, la prolifération des cellules CEG-WT est considérablement augmentée après 24 et 48 

heures de culture en comparaison à la prolifération basale des CEG en présence de milieu 

15% FCS. Ainsi, ces premiers résultats révèlent que les facteurs libérés par les cellules 

epicardin
+
 rénales sont capables de stimuler la prolifération cellulaire des CEG.  Par ailleurs, 

la prolifération cellulaire des CEG-epi-PKR1
-/-

 était identique à la prolifération basale des 

CEG en présence de 15% FCS. Ces résultats démontrent que la voie de signalisation PKR1 

des cellules epicardin
+
 rénales est nécessaire pour induire la stimulation de la prolifération des 

CEG (Cf. figure 52).  
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Figure 52. Contrôle paracrine de l’activité des cellules endothéliales glomérulaires par la 

voie de signalisation PKR1 dépendante des cellules epicardin+ rénales  

Prolifération de cellules endothéliales glomérulaires (CEG) mises en présence de milieu de 

cellules epicardin
+
 dérivées de cœurs WT (CEG-WT) et epi-PKR1

-/-
 (CEG-epi-PKR1

-/-
) ou 

contrôle (CEG-cont) après 24 heures et 48 heures. L’unité est cellule*10^3/ml. (* significatif 

par rapport à 24h et **significatif par rapport à la condition contrôle) (n=4, p<0.05) 

 

L’altération des fonctions autocrine et paracrine des cellules epicardin
+
 rénales mène à la 

régression de l’angiogenèse glomérulaire, à la réduction de l’artériogenèse rénale et à 

l’hypoplasie rénale. 
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E. Les souris epi-PKR1
-/-

 développent une altération de la fonction rénale à l’âge 

adulte 

1. Altération de l’histologie rénale et atteinte glomérulaire à l’âge adulte 

 

Nous avons voulu démontrer si les anomalies observées au stade néonatal altéraient la 

morphologie et la fonction rénale des souris epi-PKR1
-/-

 à un âge plus avancé.  

 

Ainsi, des analyses histologiques ont démontré chez les souris epi-PKR1
-/-

 que les reins 

adultes semblaient hypertrophiés à l’inverse des reins néonataux qui étaient atrophiques. Cette 

observation a été confirmée par la mesure du ratio poids du cœur mouillé sur poids total qui 

s’avérait ainsi augmenté chez les souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 53A). 

 

De plus, les examens histologiques, par coloration au trichrome de Mallory, ont mis en 

évidence la présence d’une fibrose interstitielle rénale chez les souris epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines (Cf. figure 53B). En concordance avec ces résultats, l’analyse de l’expression 

transcriptionelle des gènes du Col1a1 et Col1a2, a révélé leur surexpression à 24 semaines 

dans les reins epi-PKR1
-/-

(Cf. figure 53B). 

 

Par ailleurs, des analyses de la morphologie des glomérules ont démontré la réduction de la 

taille des glomérules issus des souris epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. figure 53C). Cette 

observation a été corroborée avec une analyse plus détaillée dont l’objet était la quantification 

du nombre de cellules au sein des glomérules et qui a mise en évidence la réduction apparente 

du nombre de cellules glomérulaires issues des reins epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines. Par ailleurs, 

les glomérules epi-PKR1
-/-

 étaient également atteints de micro thrombose (Cf. figure 53D). 

La suite de notre  étude a révélé que les reins epi-PKR1
-/-

 développaient une altération de 

l’angiogenèse glomérulaire caractérisée par une réduction du nombre de capillaires 

glomérulaires PECAM-1
+
 qui atteignait près de 35.4% dans les reins epi-PKR1

-/-
 à 24 

semaines (Cf. figure 53E).  

 



201 

 

 

Figure 53. Histologie rénale, fibrose interstitielle et morphologie glomérulaire des reins 

WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines  

A) Analyse histologique de coupes paraffines de reins à 24 semaines (n=3). L’histogramme 

représente le ratio poids du rein mouillé normalisé par rapport au poids total (n=15, 

p<0.05). B) Analyse histologique de coupes paraffines de reins à 24 semaines représentant 

l’apparition de dépôts de fibrose (bleu) dans les reins de souris epi-PKR1
-/-

. L’histogramme 

représente l’analyse par PCRq de l’expression transcriptionelle des gènes du Col1a1 et 1a3 

(n=4). C) Glomérules isolés de reins de souris de 24 semaines. L’histogramme représente la 

mesure de la taille des glomérules (n=3, p<0.05). D) Coloration de coupes paraffines de 

reins de 24 semaines au trichrome de Mallory. A noter la présence de micro thrombose dans 
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les glomérules issus des reins epi-PKR1
-/-

. L’histogramme représente la quantification du 

nombre de cellules par glomérule. E) Immunofluorescence ciblant PECAM-1 sur des 

cryocoupes de reins à 24 semaines. L’histogramme représente la quantification du nombre de 

cellules endothéliales glomérulaires PECAM-1
+
 sur le nombre de  noyau DAPI (n=4, 

p<0.05). 

 

2. Altération de la structure rénale et dysfonction mitochondriale 

 

L’analyse par microscopie électronique, sur des échantillons de reins à 24 semaines, a 

démontré la présence de tubules rénaux qui apparaissaient dégénérescents dans les reins de 

souris epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 54A). 

 

Cette même analyse a révélé  la présence d’anomalies structurales des mitochondries issues 

des reins epi-PKR1
-/-

 à l’âge de 24 semaines. Ainsi, le nombre, la densité et la taille des 

mitochondries semblaient augmentés dans les reins provenant des souris epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines (Cf. figure 54B).  

Nous avons testé, par la suite, la fonction mitochondriale à l’aide d’une analyse de l’activité 

de la SDH à l’âge de 24 semaines qui a décelé une réduction significative de l’activité 

mitochondriale des reins epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 54C).  

 

Par ailleurs, un marquage à l’oil red de cryocoupes de reins à 24 semaines a mis en évidence 

une forte accumulation de lipides dans les reins epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 54D). Cette 

observation a été confirmée par l’isolation des lipides par la méthode Folch qui a démontré 

une proportion importante de lipides dans les reins des souris epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines. (Cf. 

figure 54E). Ces observations ont été corrélées avec la mise en évidence de la surexpression 

des gènes impliqués dans le métabolisme lipidique dans les reins de souris epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines (Cf. figure 54F).  
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Figure 54. Fonction des tubules rénaux et lipogenèse des reins WT et epi-PKR1
-/-

 à 24 

semaines 

A,B) Analyse sur coupe en microscopie électronique de reins à 24 semaines illustrant les 

tubules qui paraissent dégénérescent dans les reins de souris epi-PKR1
-/-

 (A) et les 

mitochondries (B). C) Mesure de l’activité de la SDH. Les images représentent les photos 

prises en microscopie après la coloration. L’histogramme représente la quantification de 

l’intensité de couleur par le logiciel imageJ (n=3, p<0.05). D) Marquage à l’oil red de 

cryocoupes de reins à 24 semaines (n=3). E) Quantification des lipides rénaux à 24 semaines 

extraits par la méthode Folch. (n=6, p<0.05). F) Analyse de l’expression transcriptionelle 

par PCRq des gènes Pparγ et C/ebpα impliqués dans la lipogenèse (n=4).  
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3. Amplification de l’apoptose des cellules rénales 

 

Une analyse par TUNNEL a démontré une forte proportion de cellules en apoptose dans les 

reins epi-PKR1
-/-

 à 24 semaines (Cf. figure 55A). De plus, une immunofluorescence ciblant la 

caspase-3 et les marqueurs des cellules rénales a mis en avant qu’une forte proportion des 

cellules progénitrices rénales epicardin
+
, cellules tubulaires NAPI

+
, et cellules endothéliales 

interstitielles PECAM-1
+
 dérivaient des reins epi-PKR1

-/-
 étaient en apoptose (Cf. figure 

55B). Par ailleurs, une immunofluorescence indirecte ciblant la protéine epicardin sur des 

coupes de reins à 24 semaines a décelé une réduction du nombre de cellules progénitrices 

epicardin
+
 dans les reins de souris epi-PKR1

-/-
 (Cf. figure 55C). 

Une analyse de l’angiogenèse à 24 semaines a démontré également une réduction du nombre 

de cellules endothéliales interstitielles PECAM-1
+ 

dans les reins epi-PKR1
-/-

 (Cf. figure 55D). 

 

Figure 55. Apoptose, niche de progéniteurs epicardin
+
 et angiogenèse des reins WT et epi-

PKR1
-/-

 à 24 semaines  
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A) Analyse de l’apoptose par la méthode TUNNEL sur des cryocoupes de reins à 24 

semaines. L’histogramme représente le nombre de cellules TUNNEL
+
 normalisé par rapport 

au nombre de noyau DAPI (n=3, p<0.05). B) Co-localisation de NAPI,  PECAM-1 et 

epicardin (vert) avec la caspase-3 (rouge) sur des cryocoupes de reins à 24 semaines. C) 

Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes de reins à 24 semaines ciblant le facteur de 

transcription epicardin. L’histogramme représente la quantification du pourcentage de 

cellules epicardin
+ 

normalisé par rapport au nombre de noyau DAPI (n=3, p<0.05). 

Immunofluorescence de cryocoupes de reins à 24 semaines localisant les cellules 

endothéliales interstitielles PECAM-1
+
. L’histogramme représente la quantification du 

nombre de cellules PECAM-1
+ 

normalisé par rapport au noyau DAPI 

 

4. Altération de la fonction rénale 

 

Pour analyser la fonction rénale, les souris ont été placées en cage à métabolisme à l’âge de 

24 semaines. Après une période d’acclimatation de 48 heures, les prises d’eau et de nourriture 

ont été mesurées ainsi que la diurèse des 24 heures. Nous n’avons constaté aucune différence 

dans les deux premiers paramètres. Cependant la diurèse des 24 heures était réduite chez les 

souris epi-PKR1
-/-

 révélant ainsi des anomalies fonctionnelles comme celles observées pour 

les souris PKR1
-/-

 (Cf. figure 56). 

Corroborant ces résultats, des analyses urinaires ont démontré une réduction du taux d’urée 

urinaire et de la clairance de la créatinine par les souris epi-PKR1
-/-

 confirmant ainsi la 

présence d’une dysfonction rénale et la réduction du taux de filtration glomérulaire (Cf. 

Tableau 13). 

Ainsi, ces résultats ont confirmé l’altération de l’angiogenèse glomérulaire, l’un des 

principaux composants impliqués dans la filtration glomérulaire et donc la fonction rénale.  

Nous avons également observé la réduction de l’excrétion des ions Na
+
, Cl

-
, K

+
 (Cf. tableau 

13). Ces résultats sont en corrélation avec les défauts de la structure des tubules rénaux 

observés dès la naissance.  
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. 

 

 

 

 

Figure 56. Paramètres mesurés lors de la mise en cage à métabolisme des souris WT et epi-

PKR1
-/-

 incluant la prise de nourriture en g, la prise d’eau en ml et la diurèse des 24 heures 

en ml (n=7) 

 

Tableau 13. Analyse urinaire (n=7) 

  WT epi-PKR1
-/-

 

Prise d’eau (ml) 4.71±0.44 5.71±0.11 

Diurèse (ml) 2.34 ±0.29 1.66±0.09* 

Urée 484.83±45.24 307.5±41.91* 

Na (mmol/l) 479.43±57.11 309.37±58.59* 

Na créatinine (mol/mol) 310.98±22.28 229.36±24.23 

Na balance (mmol/g) 15.46±1.88 10.30±1.97* 

K (mmol/l) 776.28±109.89 512.31±114.24* 

K créatinine (mol/mol) 514.25±50.4 388.58±42.14* 

K balance (mmol/g) 24.99±2.22 17.07±3.86 

Na/K 0.65±0.06 0.64±0.04 

Cl (mmol/l) 498.63±63.56 326.28±62.85* 

Cl créatinine (mol/mol) 331.32±26.7 257.37±30.87* 

Cl balance mmol/g 16.08±2.07 10.87±2.36 

T protéine 3.38±0.41 2.35±0.54 

Albumine 26912.26±3912.14 26612.15±3805.52 

Créatinine (mmol/l) 

Créatinine (mmol/l/24h/g) 

1.54±0.19 

1196.17±159.59 

1.34±0.25 

1085.003±197.96* 

Ca (mmol/l) 0.4±0.06 0.27±0.06 

Ca créatinine (mol/mol) 0.26±0.02 0.21±0.03 

Ca balance (mol/g) 0.012±0.001 0.009±0.002 

Phosphate  (mmol/l) 26.75±2.47 25.7±3.21 

Phosphate créatine (mol/mol) 19.02±2.38 21.4±2.35 
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Ainsi, nos résultats démontrent que l’altération des fonctions autocrine et paracrine des 

cellules epicardin
+
 dépendantes de la voie de signalisation PKR1 engendre le 

développement d’une pathologie rénale. Cette dernière est caractérisée par une 

glomérulopathie, la raréfaction du réseau microvasculaire, le développement d’une fibrose 

interstitielle et la mort des cellules tubulaires rénales. Ces défauts sont traduits par une 

dégradation de la fonction rénale à 24 semaines.  

 

 

F. Conclusion de partie  

 

Ce deuxième volet de mon projet de Doctorat a pu mettre en avant le rôle spécifique de la 

voie de signalisation PKR1 propre aux cellules epicardin
+ 

 dans la fonction cardiaque et 

rénale. 

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence deux types d’effets : un effet direct puisque l’activité 

des cellules epicardin est défaillante ; un effet indirect puisque l’activité des cellules matures 

cardiaques et rénales qui est altérée. 

Nous avons pu démontrer que l’inactivation de PKR1 au niveau des cellules progénitrices 

epicardin
+ 

 conduisait à des défauts de prolifération et de différenciation de ces dites cellules 

epicardin
+
. Ces défauts ont entrainé une perte de l’angiogenèse et de l’artériogenèse cardiaque 

et rénale menant au développement d’un environnement hypoxique propice à l’apoptose 

cellulaire. 

A coté de cela, nous avons également décelé que l’absence de PKR1 au niveau des cellules 

epicardin
+ 

 avait un effet délétère sur la fonction des cellules cardiaques et rénales matures. 

 

Ces deux voies ont mené au développement de cardiomyopathies hypertrophiques et de 

pathologies rénales. 
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Figure 57. Schématisation de l’effet délétère de l’inactivation de Pkr1 spécifique au niveau 

de l’épicarde sur la fonction cardiaque et rénale.  

CM : cardiomyocytes, EC : cellules endothéliales, CML : CML, CEG : cellules endothéliales 

glomérulaires, PCT : podocytes, CT : cellules tubulaires. 
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PARTIE 5 : DISCUSSION  
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Notre étude a permis de ressortir trois points importants : 

 

1)  le rôle essentiel de la voie de signalisation PKR1 dans la fonction cardiaque et rénale : 

son inactivation induit le développement de pathologies cardiaques et rénales. Il a été 

prouvé maintes fois le rôle des facteurs angiogéniques dans leur homéostasie :  

 Le récepteur PDGFRβ est impliqué dans l’embryogenèse cardiaque et rénale (Soriano, 

1994) (Van den Akker et al., 2008) ; 

 Le facteur de croissance VEGF contrôle l’embryogenèse cardiaque (Bellomo et al., 

2000), la glomérulogenèse et la tubulogenèse rénale (Villegas, Lange-Sperandio, and 

Tufro, 2005) ; 

 Le facteur de croissance FGF joue un rôle dans le développement et la fonction 

cardiaque (Marguerie et al., 2006). 

 

2) Pour la première fois nous avons mis en évidence une méthode d’extraction pour isoler de 

façon efficace les cellules progénitrices epicadin
+
 ou EPDC à partir de tissu cardiaque et 

rénal. Nous avons démontré que la voie de signalisation PK2/PKR1 contrôle le devenir de 

ces cellules progénitrices en cellules vasculaires et cardiomyocytes. Nous avons 

également mis en évidence pour la première fois la présence des cellules d’origine 

épicardique dans le rein.  

 

3) Enfin, nous avons mis en avant le rôle de la voie de signalisation épicarde-PKR1 dans 

l’activité des cellules progénitrices epicardin
+ 

cardiaques et rénales : la perte épicarde-

spécifique de la voie de signalisation PKR1 conduit au développement de dysfonctions 

cardiaques et rénales. Nos résultats rejoignent d’autres études qui avaient démontré le rôle 

de facteurs spécifiques à l’épicarde à la fois dans la fonction cardiaque et rénale :  

 La perte du gène Wt1 cause chez l’homme et la souris une agénésie rénale et une 

malformation cardiaque  (Kreidberg et al., 1993); 

 L’invalidation du gène Epicardin cause des malformations cardiaques et rénales (Cui, 

Schwartz, and Quaggin, 2003). 
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I. Phénotype cardiaque : PKR1
-/-

 versus epi-PKR1
-/-

 

 

Nos travaux de recherche ont permis de caractériser le développement de cardiomyopathies à la 

fois chez les souris PKR1-/- portant la délétion systémique de PKR1 et epi-PKR1-/- portant 

l’inactivation de PKR1 au niveau de l’épicarde. Ils démontrent ainsi l’importance de la voie de 

signalisation autocrine et paracrine de PKR1 sur la survie des cardiomyocytes, le rôle de PKR1 

dans la prolifération des cardiomyocytes et dans la vascularisation cardiaque (Cf. figure 58).  

 

 

Figure 58. Rôle de PKR1 et de la voie de signalisation épicarde-PKR1 dans la fonction 

cardiaque 
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A. PKR1 est essentiel pour le contrôle autocrine et paracrine de la survie des 

cardiomyocytes 

 

Nos recherches démontrent le rôle autocrine du récepteur PKR1 et de la voie de signalisation 

épicarde-PKR1 dans la protection des cardiomyocytes contre l’hypoxie. Nos résultats 

corroborent les précédentes études menées au sein de notre laboratoire qui ont mis en 

évidence que : 1)  l’injection du gène Pkr1, lors de l’infarctus chez la souris, conduit à la 

baisse de la mortalité principalement grâce au rôle cardio-protecteur de la voie de 

signalisation PKR1 (Urayama et al., 2007) ; 2) in vitro, la voie de signalisation PKR1, via 

l’activation d’Akt, protège les cardiomyocytes et les cellules endothéliales contre le stress 

hypoxique (Urayama et al., 2007; Urayama et al., 2008). 

 

Notre étude a ainsi montré que la délétion du gène Pkr1 conduit à l’apoptose des 

cardiomyocytes provoquant l’apparition de cardiomyopathie dilatée. L’effet autocrine de la 

perte du gène Pkr1 se traduit par l’apparition d’une hypertrophie des cardiomyocytes viables 

des cœurs PKR1
-/-

 (augmentation du volume) qui compense les défauts fonctionnels 

cardiaques à l’état basal des souris PKR1
-/-

. L’hypertrophie est généralement décrite comme 

un mécanisme responsable de la compensation de la fonction cardiaque : les cardiomyocytes 

augmentent en taille et subissent une induction de la synthèse protéique (Selvetella et al., 

2004). Néanmoins, en situation de stress, lors de l’administration de dobutamine, la 

dégradation rapide de la fonction cardiaque des souris PKR1
-/-

 est observée. Elle se caractérise 

par une réduction des fractions d’éjection et de raccourcissement. Les dysfonctions cardiaques 

développées après administration de la dobutamine peuvent être mises en relation avec la 

réduction de l’expression de la troponine cardiaque dans les cœurs PKR1
-/-

. En effet, une 

étude a démontré que la mutation de la troponine provoque de faibles réponses contractiles 

dues à une réduction de la liaison actine-myosine lors de cardiomyopathies dilatées chez 

l’homme (Dweck et al., 2010). De plus, les anomalies de la fonction cardiaque sont 

principalement associées chez l’homme à une élévation du taux de troponine sanguine, 

marqueur pertinent du développement de la défaillance cardiaque. Cette libération de 

troponine est principalement due à une ischémie induisant la mort des cellules cardiaques. 

(Gerhardt, Nordin, and Ljungdahl, 1999; Katus et al., 1991; Wu et al., 1999a). 
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Notre étude n’est pas la seule a démontré le rôle des facteurs angiogéniques dans la fonction 

cardiaque. En effet, la délétion des facteurs pro-angiogéniques cause également le 

développement de cardiomyopathies : 

 Les souris portant une mutation nulle des isoformes 164 et 188 du VEGF développent 

une cardiomyopathie progressive (Carmeliet et al., 1999); 

 La suppression spécifique du VEGF au niveau des cardiomyocytes conduit à une 

altération de l’angiogenèse, de la contractilité et à l’apparition de cardiomyopathies 

dilatées (Giordano et al., 2001); 

 La délétion spécifique du facteur HIF1-α au niveau des cardiomyocytes cause une 

altération de la contractilité due à une réduction de la vascularisation (Huang et al., 

2004).  

Somme toutes, ces données révèlent que la voie de signalisation PKR1 est essentielle à la 

survie des cardiomyocytes.  

 

B. Rôle de PKR1 dans la prolifération et la rythmicité cardiaque 

 

L’un des processus les plus importants impliqué dans la prolifération des cardiomyocytes et le 

développement des parois ventriculaires est la communication entre les cellules progénitrices 

de l’épicarde et les cardiomyocytes. En effet, l’ablation de l’épicarde au niveau de la surface 

ventriculaire, chez l’embryon de poule, conduit à la formation d’une paroi ventriculaire 

considérablement amincit (Gittenberger-de Groot et al., 2000; Pennisi, Ballard, and Mikawa, 

2003; Perez-Pomares et al., 2002b). En culture, les ventricules cardiaques d’embryon de poule 

dont l’épicarde a été sectionné présentent également une forte réduction de la prolifération des 

cardiomyocytes (Stuckmann, Evans, and Lassar, 2003). La perte de PKR1 au niveau de 

l’épicarde supporte  que la voie de signalisation PKR1 est nécessaire pour le développement 

de l’épicarde et du sous-épicarde puisque les souris epi-PKR1
-/-

 ne présentent pas de sous-

épicarde. Ce phénomène est donc à l’origine chez les souris epi-PKR1
-/-

 d’une altération de la 

prolifération des cardiomyocytes révélant que la voie de signalisation épicarde-PKR1 est 

essentielle pour le développement des parois ventriculaires. De plus, une étude in vivo, menée 

au sein de notre laboratoire, corrobore nos résultats puisque le milieu conditionné issu des 

cellules progénitrices epicardin
+
 cardiaques stimule la prolifération des cardiomyocytes 

dérivés de cœurs néonataux alors que le milieu conditionné provenant des cellules epi-PKR1
-/-
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n’a aucun effet sur ce processus (observation faite par V. Tosch). Ces données suggèrent que 

la prolifération des cardiomyocytes est contrôlée de façon paracrine par la voie signalisation 

épicarde-PKR1 

Nos données soutiennent d’autres études qui démontrent également l’implication de facteurs 

spécifique à l’épicarde dans la croissance du myocarde. En effet, la délétion épicarde-

spécifique des gènes de la Thymosine-β4 et de Dicer conduit à une réduction des parois 

ventriculaires associée à une altération de la prolifération des cardiomyocytes (Singh et al., 

2011; Smart et al., 2007). Les voies de signalisation provenant de l’épicarde et associées à 

l’acide rétinoïque, au FGF ou au PDGF stimulent également la prolifération des 

cardiomyocytes (Chen et al., 2002; Merki et al., 2005; Pennisi, Ballard, and Mikawa, 2003).  

 

La différenciation des cellules epicardin
+
 cardiaques en cardiomyocytes est également un 

mécanisme pouvant expliquer la perte de prolifération des cardiomyocytes. En effet, nous 

démontrons in vitro que les cellules epicardin
+
 dérivées de cœurs WT ont la capacité de se 

différencier en cardiomyocytes fonctionnels. In vivo, les cœurs epi-PKR1
-/-

 présentent une 

réduction du nombre de précurseurs exprimant à la fois le marqueur epicardin et celui des 

cardiomyocytes matures (troponine C). 

Ainsi, notre étude démontre pour la première fois que les cellules epicardin
+
 après 30 jours de 

traitement sont capables de donner lieu à la formation de cardiomyocytes contractiles sous 

l’action de l’association d’un traitement approprié et de la PK2 (ou du FGF-2). Les 

cardiomyocytes générés dans ces conditions possèdent toutes les caractéristiques des cellules 

cardiaques matures : ils expriment le marqueur de l’α-actinine cardiaque ; ils ont des 

contractions à l’état basal ; ils répondent à un traitement à la dobutamine. Au sein de notre 

laboratoire, des tests avaient déjà été effectués pour mettre en évidence les capacités de 

différenciation des cellules epicardin
+
 en cardiomyocytes. Ces expériences n’avaient pas été 

concluantes et deux différences entre notre étude actuelle et l’ancienne étude sont à relever. 

Premièrement, la précédente étude utilisait un milieu sans sérum et sans complémentation 

avec ou sans traitement à la PK2 alors que dans notre cas nous avons procédé à une 

différenciation dans un milieu 15% FCS complémenté avec des agents chimiques dont le 

DMX, le glycerophosphat et l’acide ascorbique. Le DMX est un agent connu pour jouer un 

rôle dans la régulation des protéines cardiaques : il permet l’induction de la protéine 

contractile α-actine, de la β-MHC, de l’α-MHC, des protéines structurales dont la desmine et 

la tubuline et des protéines impliquées dans le cycle du calcium (Bal, 2006; De et al., 2011). 
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L’acide ascorbique a été également décrit comme un facteur inducteur de la différenciation 

des CSE et iPS en cardiomyocytes (Cao et al., 2012; Sato et al., 2006; Takahashi et al., 2003). 

Deuxièmement, la durée de différenciation est également importante : notre protocole de 

différenciation a duré 30 jours alors que le protocole de la précédente étude durait 9 jours. 

Pourquoi la durée de différenciation semble importante ? Lors de l’infarctus du myocarde 

chez la souris, il a été montré que le prétraitement de cœurs à la thymosine-β4, avant 

l’induction expérimentale de l’infarctus du myocarde, induit seulement après 28 jours des 

effets bénéfiques sur la fonction cardiaque. Ces effets bénéfiques sont liés à la réactivation de 

WT1 avant l’infarctus du myocarde et à la différenciation des cellules progénitrices de 

l’épicarde en cardiomyocytes (Smart et al., 2011). Cette étude révèle que la différenciation en 

cardiomyocytes des cellules progénitrices de l’épicarde est longue et notre étude confirme ces 

résultats puisque les contractilités des cardiomyocytes générés ne sont observées qu’après 30 

jours de culture dans des conditions appropriés. Deux autres études ont déjà démontré 

l’implication des cellules progénitrices de l’épicarde lors de l’embryogenèse dans la formation 

des cardiomyocytes in vivo (Cai et al., 2008; Zhou et al., 2008a). L’équipe de Rosenbalt-Velin 

a également révélé que le FGF-2 est essentiel à la différenciation des cellules progénitrices 

cardiaques endogènes Sca-1
+
 en cardiomyocytes (Rosenblatt-Velin et al., 2005). Nous 

sommes la première équipe a démontré que les cellules progénitrices de l’épicarde peuvent se 

différencier en cardiomyocytes fonctionnels sous l’action de la PK2. 

 

Nous avons également démontré que les cœurs epi-PKR1
-/-

 présentent une tachycardie. Ces 

altérations sont dues à un défaut de communication entre l’épicarde et les cardiomyocytes. En 

effet, les cardiomyocytes isolées des cœurs WT présentent une perte de la contractilité  

lorsqu’ils sont mis en culture avec du milieu provenant des cellules epicardin
+ 

cardiaques epi-

PKR1
-/-

. De plus, les cardiomyocytes isolés de cœurs epi-PKR1
-/-

 ne répondent pas à un 

traitement à la dobutamine. Cependant l’expression des récepteurs βAR n’est pas altérée alors 

que l’expression des gènes impliqués dans la contraction cardiaque dont le Plb, le Serca, le 

Ryr et l’échangeur Ncx est considérablement réduite. Ainsi, ces résultats mettent en avant le 

rôle de la voie de signalisation épicarde-KR1 dans la fonction contractile des cardiomyocytes. 

D’autres études ont déjà abordé ce sujet : l’équipe de Weeke-Klimp en 2010 révèle que les 

cellules progénitrices de l’épicarde sont responsables de l’alignement et du couplage 

électrique de cardiomyocytes néonataux (Weeke-Klimp et al., 2010). Il faut savoir que 

l’alignement des cardiomyocytes est un processus important dans le couplage électrique des 
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myocytes cardiaques et est régit en partie par les cellules progénitrices de l’épicarde via la 

production des composants de la MEC (Kolditz et al., 2008; Lie-Venema et al., 2008). Dès 

lors, l’équipe de Weeke-Klimp met en avant que la co-culture cardiomyocytes/cellules 

progénitrices de l’épicarde permet l’alignement des cardiomyocytes de façon parallèle et la 

formation d’un syncytium fonctionnel qui présente des contractions synchrones. Ces 

phénomènes sont accompagnés d’une modification de l’expression des protéines impliquées 

dans le couplage électrique dont la connexine-43, la N-cadhérine, la Troponine C, et le 

Serca2a (Weeke-Klimp et al., 2010). De la même manière, l’équipe d’Eid démontre que la co-

culture de myocytes cardiaques de rat avec des cellules progénitrices dérivées de l’épicarde 

entraine une augmentation des contractions des myocytes cardiaques caractérisées par des 

contractions multicellulaires synchrones. Ces contractions s’accompagnent également d’une 

augmentation des jonctions cellulaires et de l’expression de l’α-MHC (Eid et al., 1992). Ainsi, 

notre étude vient corroborer des hypothèses déjà vérifiées sur le contrôle de la contractilité 

des cardiomyocytes par l’épicarde. Néanmoins, elle apporte une nouvelle information et établi 

le lien entre l’épicarde et la voie de signalisation PKR1 dans la régulation de la fonction des 

cardiomyocytes. 

Sommes toutes, ces données révèlent que la voie de signalisation PKR1 est impliquée dans la 

communication réciproque entre l’épicarde et le myocarde qui contrôle la survie, la 

prolifération et la fonction des cardiomyocytes. L’ischémie observée dans les cœurs epi-

PKR1
-/-

 conduit également à l’apoptose des cardiomyocytes par le développement de 

tachycardie et des dysfonctions cardiaques. 

 

C. Les mécanismes moléculaires responsables de la survie des cardiomyocytes 

dépendants de la voie de signalisation PKR1 

 

La voie de signalisation PKR1 dans les cardiomyocytes peut directement activer la voie Akt 

les protégeant ainsi de l’apoptose mitochondriale. Notre étude démontre l’implication d’Akt 

et des mitochondries dans les mécanismes de survie dépendants de la voie de signalisation 

PKR1 autocrine et paracrine, en effet : 
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 Les cardiomyocytes des cœurs PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 expriment la caspase-3 active : 

une protéase pro-apoptotique impliquée dans les phénomènes d’apoptose lors de 

l’infarctus du myocarde  (Saraste and Pulkki, 2000).  

 Les cœurs PKR1
-/-

 présentent une altération de la phosphorylation d’Akt responsable 

de la potentialisation de l’apoptose. En effet, diverses études ont révélé le rôle 

protecteur de la voie de signalisation Akt lors de cardiomyopathies (Bell and Yellon, 

2003; Means et al., 2007; Miyamoto, Murphy, and Brown, 2008). 

 Les cœurs PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 développent des anomalies structurale et 

fonctionnelle des mitochondries : elles sont décrites par une réduction de l’activité de 

la succinate déshydrogénase, complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

L’emploi de modèles génétiques a fréquemment démontré l’association des 

dysfonctions mitochondriales avec le développement des cardiomyopathies. Les 

cardiomyopathies induites par l’invalidation du gène de la desmine, chez la souris, 

provoque l’apparition d’anomalies fonctionnelles mitochondriales engendrant la 

libération du cytochrome C et la mort cellulaire des cardiomyocytes (Linden et al., 

2001). De la même manière, la surexpression du gène c-Myc, chez la souris, cause le 

développement de cardiomyopathies hypertrophiques accompagnées de dysfonctions 

ventriculaires menant à la mort. Ces anomalies sont également associées à des 

altérations de la fonction mitochondriale caractérisées par un défaut des complexes I et 

III de la chaine de transport d’électron (Lee et al., 2009). Chez l’homme, les 

cardiomyopathies dilatées ou ischémiques sont également reliées à la dégradation des 

capacités respiratoires des mitochondries (Lemieux et al., 2011). Par ailleurs, les 

acides gras libres sont la principale source d’énergie utilisée par le cœur (entre 50 et 

70% chez l’adulte) et permettent la génération d’ATP par la mitochondrie (Lopaschuk 

et al., 2010; Saddik and Lopaschuk, 1991). De ce fait, l’altération de la fonction 

mitochondriale dans les cœurs PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 conduit à l’inutilisation des 

acides gras par les mitochondries et à la génération de dépôts lipidiques dans les 

cellules cardiaques. Ainsi, nos analyses corroborent cette observation puisqu’à l’âge 

de 24 semaines, en plus des dysfonctions mitochondriales observées, les cœurs PKR1
-

/-
 et epi-PKR1

-/-
 développent l’apparition d’accumulation de lipides. L’accumulation 

de lipides dans le cœur est la cause des dysfonctions cardiaques puisqu’elle est 

corrélée avec l’altération de la fonction ventriculaire, l’induction de la mort cellulaire 

et l’apparition de cardiomyopathies dilatées (Duncan et al., 2010; Kelly et al., 1992; 

Listenberger and Schaffer, 2002; Son et al., 2007; Young et al., 2002).  
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Nos recherches démontrent, pour la première fois, le rôle autocrine et paracrine de la voie de 

signalisation PKR1 dans la protection des cardiomyocytes : la perte de PKR1 dans les 

cardiomyocytes et l’épicarde conduit à une amplification de l’apoptose des 

cardiomyocytes par : le développement de défaut mitochondriaux  et l’accumulation de lipide; 

l’activation de la caspase-3 ; l’altération des voies de survie. 

 

D. PKR1 est essentiel à la vascularisation cardiaque 

 

Nos données in vitro révèlent que la voie de signalisation épicarde-PKR1 joue un rôle clé 

dans le contrôle de la différentiation des cellules progénitrices de l’épicarde. En effet, les 

cœurs epi-PKR1
-/-

 présentent une altération du réseau de capillaires et de la formation des 

vaisseaux due à un défaut de différentiation des cellules progénitrices de l’épicarde. Diverses 

études ont démontré le rôle de facteurs spécifiques dans la vasculogenèse 

cardiaque dépendante de l’épicarde durant l’embryogenèse: les délétions épicarde-spécifiques 

des gènes de la β-caténine, de la Thymosine-β4, du récepteur Tgf-1β, de la voie de 

signalisation Notch1 conduisent au développement d’un réseau vasculaire coronarien anormal 

(del Monte et al., 2011; Smart et al., 2007; Sridurongrit et al., 2008; Zamora, Manner, and 

Ruiz-Lozano, 2007). L’étude de Singh est la seule a révélé le rôle des miRNA dans 

l’angiogenèse tardive lors de l’embryogenèse. En effet, elle révèle que l’inactivation de 

l’endonucléase Dicer cause un défaut des vaisseaux coronaires seulement à partir du jpc 18.5 

(Singh et al., 2011). 

Nos données in vitro et in vivo mettent également en évidence l’implication de la voie de 

signalisation épicarde-PKR1 dans la prolifération des cellules endothéliales qui correspond à 

la première étape de l’angiogenèse. La régression capillaire persiste dans les cœurs epi-PKR1
-

/-
 adultes démontrant que la voie de signalisation épicarde-PKR1 est essentielle à la formation 

des capillaires au stade néonatal. Notre étude révèle donc le rôle essentiel de l’axe 

épicarde/PKR1 dans l’angiogenèse cardiaque. Plusieurs études révèlent que la mise en contact 

des cellules dérivées du proépicarde avec le myocarde cause la production de facteurs de 

croissance impliqués dans les phénomènes de morphogenèse de la vascularisation 

coronarienne (Guadix et al., 2006; Pennisi, Ballard, and Mikawa, 2003). Il a été récemment 

démontré que les cellules progénitrices de l’épicarde sont responsables de la libération de 
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facteurs angiogéniques tels que le VEGF-A et le FGF-2 lors de l’infarctus du myocarde chez 

la souris qui agissent pour stimuler l’angiogenèse (Zhou et al., 2011).  

En somme, ces données suggèrent que la voie de signalisation épicarde-PKR1 régule les 

processus de différentiation des cellules progénitrices de l’épicarde en cellules vasculaires 

mais également la prolifération des cellules endothéliales pour le contrôle de la formation des 

capillaires épicardiques après la naissance. 

 

Le récepteur PKR1 a déjà été décrit comme un facteur impliqué dans la prolifération, la 

migration et la survie des cellules endothéliales  cardiaques (Guilini et al., 2010). Dans notre 

modèle de souris PKR1
-/-

 on ne peut pas ignorer la contribution des effets de la délétion du 

récepteur PKR1 au niveau des cellules endothéliales sur la formation des capillaires. En effet, 

Les cœurs PKR1
-/-

 présentent une régression du réseau capillaire au stade néonatal qui est 

compensée dans le myocarde à l’âge adulte. Cette compensation de la formation des 

capillaires résulte probablement d’effets paracrines de facteurs de croissance libérés par les 

cardiomyocytes hypertrophiques PKR1
-/-

 et par l’hypoxie générée par la régression vasculaire. 

En effet, le facteur de transcription GATA4, décrit comme un stimulateur de l’hypertrophie, 

est capable de déclencher la réponse angiogénique de façon paracrine via la sécrétion de 

facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF-A (Heineke et al., 2007; Liang et al., 2001; Oka, 

Xu, and Molkentin, 2007). De la même manière, l’induction expérimentale de l’hypoxie 

provoque la surélévation de l’expression cardiaque du VEGF  (Dong et al., 2009; Hashimoto et 

al., 1994; Marti and Risau, 1998; Wang et al., 2010) et l’infarctus du myocarde chez l’homme est 

corrélé avec l’augmentation de l’expression des facteurs de croissance circulants tels que le 

VEGF, TGFβR, ou HGF (Devaux et al., 2011; Jimenez-Navarro et al., 2011; Ogawa et al., 2000). 

De façon intéressante, ces signaux ne sont pas suffisants pour compenser l’altération de la 

formation des capillaires sanguins dans l’épicarde des cœurs PKR1
-/-

 confirmant que la voie 

de signalisation épicarde-PKR1 est essentielle pour la formation des capillaires dans le sous-

épicarde. 

 

Dans les cœurs epi-PKR1
-/-

 et PKR1
-/-

 apparaissent également des phénomènes de fibrose. Ils 

se décrivent par la surexpression des gènes du Collagène et par l’apparition de dépôts 

fibrotiques dans le tissu cardiaque. La fibrose développée est aussi à relier à l’hypoxie 

cardiaque et à l’hypertrophie. En effet, l’ischémie cardiaque induit la fibrose par le 

recrutement des fibroblastes et des cellules hématopoïétiques circulantes (Haudek et al., 2006; 

Kania, Blyszczuk, and Eriksson, 2009; van Amerongen et al., 2007) et l’hypertrophie l’induit 
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par la libération de signaux biochimique et mécanique qui agissent pour déclencher la 

sécrétion de facteurs pro-fibrotiques par les cellules cardiaques non-myocytes (Teekakirikul et 

al., 2010). 

 

Une étude menée au sein de notre laboratoire a également démontré que la voie de 

signalisation myocarde-PKR1 régule l’activation des cellules progénitrices pour induire la 

néo-vascularisation. En effet, les souris transgéniques surexprimant Pkr1 spécifiquement au 

niveau des cardiomyocytes développent une amplification de la prolifération et de la 

différentiation de cellules progénitrices sans altérer la morphologie et la fonction du myocarde 

(Urayama et al., 2008).  Il est clair que la voie de signalisation PKR1 contrôle les 

communications cellulaires cardiaques responsables de la régulation de l’angiogenèse, 

l’artériogenèse et de la fonction du myocarde (Cf. figure 59). 

 

Figure 59. Rôle de la voie de signalisation dans la communication cellulaire entre : 

l’épicarde et le myocarde ; l’épicarde et l’endothélium vasculaire 
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II. Phénotype rénal : PKR1
-/-

 versus epi-PKR1
-/-

 

 

Nos travaux de recherches ont permis de mettre en évidence le rôle de PKR1 et de la voie 

de signalisation epicardin
+
/PKR1 dans la fonction rénale. Ainsi nous démontrons que la 

délétion systémique et épicarde-spécifique conduit à l’altération de la fonction des cellules 

progénitrices epicardin
+
, à l’altération de l’angiogenèse glomérulaire et des voies de 

survie, et au développement d’hypoxie, de fibrose et de dysfonction tubulaire. La délétion 

systémique de Pkr1 touche également la formation des capillaires interstitiels alors que la 

délétion épicarde-spécifique provoque un défaut dans la formation des vaisseaux sanguins 

α-SMA
+
.   

 

Figure 60. Effet de la délétion de Pkr1 sur la fonction rénale 

 



222 

 

A. Les maladies cardiaques et rénales chez les souris PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 sont 

indépendantes 

 

L’invalidation du gène Pkr1 chez la souris provoque le développement de pathologies à la 

fois au niveau du système cardiaque et rénal. Le cœur et le rein sont d’importants régulateurs 

de la pression artérielle, de la perfusion sanguine, de l’oxygénation des tissus et de la 

modulation des fluides extracellulaires. En terme médical, on utilise notamment, la notion de 

« syndrome cardio-rénal » pour désigner l’interdépendance pathologique entre le cœur et rein 

(Ronco et al., 2008). Néanmoins, nos analyses ont pu démontrer que ces anomalies se 

développent dès la naissance puisque les souris PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 sont atteintes au jour 

postnatal 1 d’une cardiopathie et d’une hypoplasie du tissu rénal. Ces observations ont écarté  

l’interdépendance entre le développement des maladies cardiaques et rénales chez les souris 

PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

. Cependant, l’origine de l’hypoplasie rénale est associée uniquement à 

l’hypo perfusion dans les PKR1
-/-

 alors qu’elle est associée à une baisse du nombre de 

vaisseaux exprimant le marqueur α-SMA et à une baisse de la prolifération des cellules 

rénales dans les reins epi-PKR1
-/-

. Ainsi, notre étude a révélé le rôle de l’axe cellules 

progénitrices epicardin
+
/PKR1 dans la morphogenèse rénale. De la même manière, 

l’inactivation des gènes Wt1 et Epicardin chez la souris conduit à la formation de reins 

hypoplasiques (Moore et al., 1999; Quaggin et al., 1999). 

 

B. PKR1 est essentiel au développement de l’angiogenèse glomérulaire   

1. Contrôles autocrine et paracrine des mécanismes d’angiogenèse et 

d’artériogenèse du rein dépendants des cellules epicardin+ par la voie de 

signalisation PKR1 

 

 Le récepteur PKR1 est essentiel à l’angiogenèse glomérulaire et à l’artériogenèse 

rénale : PKR1
-/-

 versus epi-PKR1
-/-

 

Les délétions systémique et épicarde-spécifique du récepteur Pkr1 provoquent un phénotype 

vasculaire rénal différent : 

 L’invalidation systémique du gène Pkr1 touche les cellules tubulaires, les cellules 

endothéliales, les cellules progénitrices rénales epicardin
+
. Elle provoque à la 
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naissance jusqu’à l’âge de 12 semaines une réduction des capillaires sanguins 

interstitiels PECAM-1
+
. A  partir de 12 semaines, le réseau capillaire interstitiel rénal 

est normalisé par une élévation des phénomènes d’angiogenèse. Ces derniers sont 

stimulés par la surexpression des facteurs pro-angiogéniques à partir du jour postnatal 

1 incluant HIF-1α, les isoformes du VEGF, le FGF et le PDGF. Néanmoins, 

l’angiogenèse glomérulaire n’est pas normalisée à l’âge adulte. 

 L’invalidation épicarde-spécifique de Pkr1 touche essentiellement les cellules 

progénitrices epicardin
+
. Elle induit une réduction de l’angiogenèse glomérulaire qui 

se caractérise par une baisse du nombre de cellules endothéliales PECAM-1
+
 dans le 

glomérule. L’angiogenèse interstitiel n’est pas altérée à la naissance mais les reins epi-

PKR1
-/-

 subissent une raréfaction vasculaire due à l’apoptose des cellules endothéliales 

interstitielles.  

Ces deux modèles de souris développent donc un phénotype vasculaire différent. Comment 

peut être expliqué le phénotype vasculaire interstitiel des reins PKR1
-/-

et epi-PKR1
-/-

 ? 

Les cellules endothéliales rénales qui n’expriment plus PKR1 ont une activité réduite dans les 

reins PKR1
-/-

 qui se traduit par une baisse du réseau capillaire interstitiel rénal. En effet, le 

récepteur PKR1 a déjà été décrit comme un facteur impliqué dans la prolifération, la 

migration et la survie des cellules endothéliales (Guilini et al., 2010). Le stress provoqué par 

la perte de Pkr1 dans les cellules endothéliales a pour effet  l’activation de deux processus : 

l’angiogenèse et la fibrose. La principal cause des mécanismes compensatoires observés chez 

les souris PKR1
-/-

 est  la perte du gène Pkr1 dans les cellules endothéliales : la perte de Pkr1 

dans les cellules endothéliales rénales conduit donc à une réduction de l’angiogenèse 

interstitielle à la naissance dans les reins PKR1
-/-

. La baisse du réseau capillaire interstitiel 

déclenche ainsi des phénomènes d’hypoxie provoquant la libération de facteurs angiogéniques 

par les cellules tubulaires et les cellules endothéliales interstitielles. Dans le rein, l’expression 

du VEGF-A et de l’erythropoïétine est régulée par l’hypoxie via les facteurs de transcription 

HIF-1α. De plus, les conditions hypoxiques stimulent également les cellules tubulaires rénales 

qui produisent des facteurs angiogéniques jouant sur l’activité des cellules endothéliales 

rénales  (Nakamura et al., 2006; Tanaka et al., 2005). 

 

Dans les reins epi-PKR1
-/-

 les cellules endothéliales interstitielles ne développent pas de stress 

autocrine puisque le récepteur PKR1 n’est pas inactivé. Cela se traduit par le développement 

d’un réseau capillaire interstitiel normal à la naissance. Cependant à l’âge adulte les reins epi-
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PKR1
-/-

 développent une raréfaction vasculaire due à l’amplification de l’apoptose des 

cellules endothéliales interstitielles. Cet état est probablement du à une baisse du réseau 

sanguin α-SMA
+
 dans les reins epi-PKR1

-/-
. En effet les modèles d’ischémie du tissu rénal par 

la ligature des artères rénales causent une perte des cellules endothéliales par l’amplification 

des phénomènes d’apoptose (Horbelt et al., 2007). Ainsi, nous démontrons à la naissance la 

baisse du réseau sanguin α-SMA
+
 dans les reins epi-PKR1

-/-
. Diverses études soutiennent nos 

résultats et révèlent le rôle du facteur epicardin dans la maturation du réseau sanguin rénale et 

dans la génération des précurseurs des CML (Cui, Schwartz, and Quaggin, 2003; Quaggin et 

al., 1999). Ces processus semblent également provoquer le développement dans les reins epi-

PKR1
-/-

 du développent d’un environnement hypoxique. 

 

L’hypoxie développée par la perte de PKR1 dans les cellules endothéliales provoque 

également l’apparition de phénomènes de fibrose. En effet, dans le système rénal, l’hypoxie 

est un attracteur des cellules circulantes pro-fibrotiques (Ricardo and Deane, 2005) et contrôle 

la transformation des cellules épithéliales tubulaires vers un phénotype de type myofibroblaste 

(Haase, 2009). Il est également suggéré que l’hypoxie et la dysfonction endothéliale contribue 

au développement de fibrose par l’apparition de transformation endothéliale-

mésenchymateuse décrite comme la transformation des cellules endothéliales en fibroblastes 

qui déclenche le phénotype fibrotique rénal (Piera-Velazquez, Li, and Jimenez, 2011; 

Zeisberg et al., 2008). Les souris PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 développent des phénomènes de 

fibrose interstitielle décrits par une augmentation de l’expression des gènes du Collagène et 

l’apparition de dépôts fibrotiques à 24 semaines. 

 

La compensation de l’angiogenèse dans les reins PKR1
-/-

 est donc dépendante de l’hypoxie 

induite par la baisse du réseau capillaire interstitiel. Quant est-il alors des reins epi-PKR1
-/-

 et de l’angiogenèse glomérulaire des reins PKR1
-/-

?  

Le point commun entre les reins PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 est le défaut de l’angiogenèse 

glomérulaire. En effet, les reins PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 développent dès la naissance une 

réduction du réseau de capillaire glomérulaire PECAM-1
+
 qui n’est pas normalisée à l’âge 

adulte. Notre étude démontre le rôle de la voie de signalisation PKR1 dans la maturation du 

glomérule et dans l’activité des cellules endothéliales glomérulaires. 

Elle soutient une autre étude qui a démontré le rôle crucial des isoformes 164 et 188 du VEGF 

dans la fonction des cellules endothéliales glomérulaires : l’inactivation de ces isoformes chez 



225 

 

la souris conduit à une réduction de la vascularisation glomérulaire due à une perte des 

cellules endothéliales glomérulaires ; à un défaut de développement des péricytes recouvrant 

les capillaires péri-tubulaires et des cellules α-SMA
+ 

(Mattot et al., 2002). Cette étude met en 

avant que l’activité des cellules endothéliales glomérulaire et interstitielle peut être régulée 

par différents facteurs. Ainsi, notre projet de recherche met en avant le rôle de l’axe des 

cellules epicardin
+ 

et de PKR1 dans l’activité des cellules endothéliales glomérulaires. 

Diverses études ont également démontré le rôle du facteur epicardin dans les processus de 

glomérulogenèse (Cui, Schwartz, and Quaggin, 2003).  

Nous démontrons également le rôle de l’axe cellules epicardin
+
/PKR1 dans la génération des 

CML rénales et les travaux de recherches décrits précédemment révèlent qu’en plus de jouer 

un rôle dans l’angiogenèse glomérulaire, les isoformes 164 et 188 du VEGF sont impliqués 

dans la formation des péricytes péri-tubulaires et des CML α-SMA
+
.  

 

 

 Rôle autocrine de la voie de signalisation PKR1 dans l’activité des cellules 

progénitrices rénales epicardin
+
 

L’origine des cellules endothéliales glomérulaires est assez controversée et regroupe des 

progéniteurs endothéliaux glomérulaires exogènes ou endogènes (Abrahamson, 2009). Nous 

démontrons :  

1) In vivo : chez les souris PKR1
-/-

 et chez les souris epi-PKR1
-/-

 une réduction du 

nombre de cellules endothéliales glomérulaires qui débute dès le jour postnatal 1. 

L’inhibition du VEGF, chez la souris, cause l’altération de la glomérulogenèse 

caractérisée par l’absence des cellules endothéliales au sein du glomérule (Gerber et 

al., 1999; Kitamoto, Tokunaga, and Tomita, 1997). Par ailleurs, le facteur epicardin est 

également impliqué dans la glomérulogenèse puisqu’il est retrouvé dans les cellules 

mésenchymateuses rénales et les cellules épithéliales glomérulaires lors du 

développement (Acharya et al., 2011; Quaggin et al., 1999; Quaggin, Vanden Heuvel, 

and Igarashi, 1998). Nos résultats démontrent donc le rôle de la voie de signalisation 

epicardin
+
/PKR1 dans la maturation des glomérules rénaux ; 

2) In vivo : chez les souris epi-PKR1
-/-

 une réduction du réseau sanguin α-SMA
+
. La 

délétion du gène Epicardin chez la souris, mène à l’altération du réseau capillaire 

interstitiel dans le métanephros caractérisée principalement par une désorganisation de 
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la vascularisation rénale et une perte des péricytes péri-vasculaires (Cui, Schwartz, and 

Quaggin, 2003) ; 

3) in vitro : la PK2 via l’activation du récepteur PKR1 induit la différenciation des 

cellules epicardin
+
 rénales en cellules endothéliales et CML.  

Ainsi, nos résultats révèlent que l’axe des cellules epicardin
+
 et de PKR1 est impliqué dans 

l’angiogenèse glomérulaire par les phénomènes de différenciation des cellules progénitrices 

rénales epicardin
+
 en cellules endothéliales et dans l’artériogenèse rénale par le biais de 

différenciation de ces cellules progénitrices  epicardin
+
 en CML.  

 

 Rôle paracrine de la voie de signalisation PKR1 dans la prolifération des cellules 

endothéliales glomérulaires 

Nos résultats révèlent :  

1) In vivo : l’altération de la prolifération des cellules endothéliales glomérulaires et des 

podocytes, composants essentiels de la glomérulogenèse, chez les souris epi-PKR1
-/-

 

dès la naissance. La taille des glomérules et le nombre des cellules glomérulaires sont 

également considérablement réduits à l’âge adulte chez les souris epi-PKR1
-/-

.  

2) In vitro : l’altération de la communication paracrine entre les cellules endothéliales 

glomérulaires (CEG) et les cellules epicardin
+
 isolées de reins epi-PKR1

-/-
. En effet, 

les CEG sont capables de proliférer en présence de milieu conditionné provenant des 

cellules epicardin
+
 WT. Cependant en présence de milieu conditionné provenant des 

cellules epicardin
+
 epi-PKR1

-/-
, la prolifération des CEG n’est pas activée. Ces 

observations démontrent que les cellules epicardin
+
 epi-PKR1

-/-
 sont incapables de 

produire des facteurs stimulant la prolifération des CEG.  

Nous avions corrélé précédemment la baisse du réseau capillaire glomérulaire à un défaut de 

différenciation des cellules epicardin
+
 en cellules endothéliales. L’altération de la prolifération 

des cellules endothéliales dans les reins epi-PKR1
-/-

 est également responsable de la baisse du 

réseau vasculaire glomérulaire. En effet, lors de la glomérulogenèse, les cellules endothéliales 

prolifèrent dans le glomérule et forment des agrégats pour donner lieu à la génération d’une 

boucle capillaire qui en formera 6 à 8 lors de la maturation du glomérule (Eremina et al., 

2003; Kitamoto, Tokunaga, and Tomita, 1997; Reidy et al., 2009). Le VEGF joue également 

un rôle dans ce processus et induit la prolifération et la survie des CEG (Eremina et al., 2003). 
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Les podocytes issus des reins epi-PKR1
-/-

 présentent également un défaut de prolifération. Ce 

défaut peut expliquer aussi la réduction de la prolifération des CEG. En effet, durant la 

glomérulogenèse les podocytes sécrètent de nombreux facteurs angiogéniques. La délétion ou 

la surexpression du VEGF-A dans les podocytes conduit à l’altération de la croissance, de la 

prolifération et de la survie des CEG. De plus, le mouvement des progéniteurs endothéliaux 

vers les futures structures glomérulaires lors de l’embryogenèse est dépendant de la sécrétion 

du VEGF-A par les podocytes (Eremina et al., 2003; Takahashi et al., 2001).  

 

C. Rôle de PKR1 dans la survie des cellules rénales 

 

Nos analyses mettent en avant l’implication d’altérations structurale et fonctionnelle des 

mitochondries dans le développement des pathologies rénales des souris PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-

/-
 :  

1) Les reins PKR1
-/-

 développent une amplification de l’apoptose des cellules 

endothéliales glomérulaires caractérisée par l’activation de la caspase-3. L’apoptose 

est potentialisée par la réduction de la phosphorylation d’Akt. En effet, diverses études 

ont révélé le rôle protecteur de la voie de signalisation Akt lors de l’insuffisance rénale 

(Liu, Ma, and Sun, 2012; Shaik, Fifer, and Nowak, 2008) ; 

2) Les reins epi-PKR1
-/-

 présentent une dégénérescence des cellules tubulaires et 

l’activation de la caspase-3 dans les cellules tubulaires et endothéliales interstitielles ; 

3) Les reins PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 développent une altération de la fonction 

mitochondriale décrite par une réduction de l’activité de la succinate déshydrogénase. 

Les dysfonctions mitochondriales contribuent à la progression de l’insuffisance rénale 

et au déclenchement de la mort cellulaire par apoptose (Bonventre and Weinberg, 

2003; Bosch, Poch, and Grau, 2009; Brooks et al., 2009; Funk and Schnellmann, 

2012). Un modèle animal de pathologie mitochondriale (par mutation de l’ADN 

mitochondrial) conduit ainsi au développement d’insuffisance rénale principalement 

due à une dilatation tubulaire et une sclérose glomérulaire (Nakada, Inoue, and 

Hayashi, 2001). 

Nos recherches démontrent, pour la première fois, le rôle autocrine et paracrine de la voie de 

signalisation PKR1 dépendante des cellules progénitrices epicardin
+
 dans la protection des 

cellules tubulaires, des cellules endothéliales glomérulaires et des cellules epicardin
+
. 
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L’amplification de l’apoptose est en partie responsable de l’hypoplasie rénale observée à la 

naissance. La délétion des gènes Epicardin et Wt1 cause une létalité embryonnaire en partie 

due au développement d’une malformation rénale (Moore et al., 1999).  

 

D. PKR1 est essentiel à la fonction rénale 

 

 Rôle de PKR1 dans la morphogenèse des cellules endothéliales glomérulaires 

La structure des glomérules des reins epi-PKR1
-/-

 et PKR1
-/-

 est altérée : les glomérules epi-

PKR1
-/-

 présentent un étalement des pédicelles de podocytes et un amincissement de la 

membrane basale et de l’endothélium glomérulaire ; les glomérules PKR1
-/-

  présentent une 

dilatation de la capsule de Bowman dans l’espace glomérulaire, un épaississement de la 

membrane basale et un étalement des pédicelles de podocytes. Nous démontrons 

particulièrement le rôle de l’axe des cellules epicardin
+
 et de PKR1 dans la maturation des 

cellules endothéliales glomérulaires. En effet, lors de la maturation glomérulaire, les cellules 

endothéliales glomérulaires acquièrent une forme aplatie et deviennent fenestrées. Lorsque les 

capillaires glomérulaires commencent à adopter leurs structures matures, les podocytes 

projettent des projections cytoplasmiques appelées pédicelles (Abrahamson, 2009; Vaughan 

and Quaggin, 2008). Plusieurs facteurs sont impliqués dans la maturation des cellules 

glomérulaires :  

1)  La formation des pores endothéliaux est contrôlée de façon paracrine par les 

podocytes via la production de VEGF (Takemoto et al., 2006) ; 

2) L’intégrité de l’endothélium glomérulaires est régi par le récepteur Tie1 (Puri et al., 

1995) 

3) La formation des boucles capillaires glomérulaires est contrôlée par la protéine Notch2 

(McCright et al., 2001). 

 

 Rôle de PKR1 dans la fonction glomérulaire 

A l’âge adulte les souris PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 présentent une dysfonction rénale caractérisée 

par une réduction de la diurèse des 24 heures (la prise d’eau n’est pas modifiée). Les souris 

PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

 présentent ainsi une réduction du débit de filtration glomérulaire 
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(DFG) décrite par une baisse de la clairance de la créatinine. La baisse du DFG est à relier à 

l’altération de l’angiogenèse glomérulaire, aux défauts structuraux des podocytes et des 

cellules endothéliales dans les reins PKR1
-/-

 et epi-PKR1
-/-

. A 24 semaines, les deux souris 

mutantes ne présentent pas de protéinurie mais un défaut de la structure glomérulaire. 

Néanmoins, à 36 semaines une protéinurie reliée au développement progressive de 

dysfonction endothéliale s’installe chez les souris PKR1
-/-

. Cette dysfonction endothéliale est 

confirmé par l’amplification de l’apoptose des cellules endothéliales glomérulaires PKR1
-/-

 à 

partir de 24 semaines. Plusieurs facteurs angiogéniques sont impliqués dans la régulation de la 

barrière de filtration glomérulaire : la perte podocyte-spécifique du Vegf cause une altération 

de la barrière de filtration glomérulaire dépendante d’un défaut de la survie, de la migration et 

de la différenciation des cellules endothéliales (Eremina et al., 2003) ; la surexpression du 

Vegf podocyte-spécifique conduit au développement d’une protéinurie associée à l’apoptose 

des cellules endothéliales glomérulaires (Davis et al., 2007).  

A coté de ces anomalies de la fonction du glomérule, les reins PKR1
-/-

 sont atteints d’une 

dilatation de leurs tubules et d’une hyperphosphaturie accompagnée d’une hypophasphatémie. 

Ainsi, nous mettons en évidence le rôle de la voie de signalisation PKR1 dans l’homéostasie 

tubulaire et plus particulièrement dans la régulation de la réabsorption du phosphate. Il semble 

que le récepteur PKR1 contrôle de façon autocrine l’expression transcriptionelle et protéique 

du co-transporteur NaPi puisque la délétion systémique de PKR1 cause une réduction de son 

expression. Les souris epi-PKR1
-/-

 présentent également une réduction de l’excrétion des ions 

Na
+
, Cl

-
 et K

+
. Cette réduction est liée : 

1)  A l’apoptose des cellules tubulaires rénales exprimant le co-transporteur NaPi ; 

2) A la perte de la polarité cellulaire des cellules tubulaires epi-PKR1
-/-

 dès la naissance 

pouvant ainsi provoquée la mauvaise localisation membranaire des transporteurs 

impliqués dans l’absorption du Na
+
, Cl

-
 et du K

+
. 

Les reins epi-PKR1
-/-

 présentent également dès la naissance une altération de la structure des 

cellules tubulaires caractérisée par une perte des invaginations membranaires, un défaut de la 

structure mitochondriale et une accumulation de lipides. Il est important de rappeler que les 

premiers édifices tubulaires appelés vésicules rénales se forment à partir de signaux 

cellulaires provenant des cellules mésenchymateuses du sinus uro-génital. Il n’a pas été 

montré le rôle exact des cellules epicardin
+
 dans la libération de ces signaux cellulaire mais le 

facteur epicardin est exprimé par les cellules mésenchymateuse du sinus uro-génitale dès le 
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jpc 13.5 (Quaggin, Vanden Heuvel, and Igarashi, 1998).Il a également été récemment mis en 

avant que les facteurs produits par les cellules mésenchymateuses rénales sont capables de 

réduire la progression de l’insuffisance rénale et de stimuler la prolifération des cellules 

endothéliales glomérulaires (van Koppen et al., 2012).  
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Ces travaux de recherche ont permis de mettre en évidence le rôle de la voie de signalisation 

PKR1  dans la survie des cellules cardiaques et rénales, la morphogenèse des tissus cardiaques 

et rénaux, les phénomènes de vascularisation propre au cœur et au rein et dans la 

communication cellulaire régissant la morphogenèse et la fonction cardio-rénale.  

 

Ces résultats ont été mis en avant par un modèle d’étude utilisant la recombinase Cre sous le 

promoteur Gata5. Ce dernier est un facteur de transcription qui est normalement retrouvé au 

niveau de l’épicarde. Néanmoins, son expression a également été détectée au niveau des 

cardiomyocytes en bordure de l’épicarde. Pourtant nous n’avons pas détecté de réduction de 

l’expression de PKR1 dans le myocarde des souris epi-PKR1
-/-

. Cette découverte réduit la 

spécificité de GATA5 pour l’épicarde rendant l’interprétation de nos résultats plus 

compliqués et il serait plus prudent de notre part de compléter cette étude par l’utilisation 

d’autres modèles de souris pouvant cibler l’inactivation de Pkr1 dans l’épicarde : à savoir 

l’utilisation de la recombinase Cre sous le contrôle des promoteurs Wt1 et Epicardin. En effet, 

des études ont déjà démontré l’efficacité de ces modèles. Cependant, encore récemment une 

équipe a dévoilé les limites de l’utilisation du contrôle de l’expression de la recombinase Cre 

sous le contrôle du promoteur Wt1 (Rudat and Kispert, 2012). Il faut donc garder à l’esprit 

que chaque modèle connait ses limites et que la meilleur façon de les contourner est de 

compléter l’étude avec différents modèles. 

 

Nos travaux de recherche ont également mis, pour la première fois, en évidence une méthode 

d’extraction des cellules epicardin
+
 cardiaques et rénales. Plusieurs études ont révélé que les 

cellules progénitrices de l’épicarde ont une forte plasticité et nous sommes la seule équipe à 

avoir démontré que les cellules epicardin
+
 dérivées des cœurs peuvent subir des 

différenciations en cardiomyocytes sous l’action de la PK2. Cette observation augmente 

l’attractivité des cellules progénitrices de l’épicarde pour la médecine régénérative. De plus la 

PK2 semble être un candidat idéal pour la médecine régénérative puisqu’elle permet 

l’induction de la différenciation des cellules souches de l’épicarde en cellules vasculaires et en 

cardiomyocytes. En effet, les deux aspects important de la médecine régénérative cardiaque 

sont la néo-vascularisation et le remplacement des cardiomyocytes. En plus de cela, nous 

avons également démontré que la voie de signalisation PK2/PKR1 contrôle le devenir 

cellulaire des cellules progénitrices de l’épicarde en adipocytes. En effet, dans un milieu pro-

adipogénique, elles sont capables de se différencier en adipocytes par la surexpression des 

gènes de l’adipogenèse. La PK2 inhibe se processus et permet dans le même temps d’induire 
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leur différenciation en cellules vasculaires (Cf. figure 61). L’intérêt de la voie de signalisation 

des prokinéticines est encore plus frappante puisque la lipotoxicité lors de cardiomyopathies 

dilatées est l’une des causes des dysfonctions cardiaques.  

 

 

Figure 61. Contrôle du devenir des cellules progénitrices de l’épicarde en adipocytes et 

cellules vasculaires.  

A) Marquage à l’oil red de cellules epicardin
+
 cardiaques traitées par un milieu pro-

adipogénique seul pendant deux semaines (MIX) ou accompagné d’un prétraitement à la PK2 

durant 12 heures (PK2+MIX). Les résultats démontrent que les cellules epicardin
+
 ont la 

capacité de se différencier en adipocytes et que la PK2 inhibe ce phénomène. B) 

Différenciation des cellules epicardin
+
 provenant d’explants cardiaques WT et PKR1

-/-
 

démontrant qua la PK2 agit via PKR1 pour inhiber l’adipogenèse des cellules epicardin
+
. C) 
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Analyse de l’expression de Pparγ et Pparα après une et deux semaines de traitement pro-

adipogénque révélant que le traitement à la PK2 empêche l’adipogenèse des cellules 

epicardin
+
 en inhibant l’expression de Pparγ dans les premiers stades de l’adipogenèse et de 

Pparα dans les stades tardifs. D) Test du devenir des cellules epicardin
+
 sous l’action de la 

PK2 en condition pro-adipogénique. Nos résultats démontrent que : la PK2 seule n’entraine 

pas la différentiation des cellules epicardin
+
 en adipocytes mais induit leur différentiation en 

cellules endothéliales et CML ; le traitement pro-adipogénique conduit à la différenciation 

des cellules epicardin
+
 en adipocytes et inhibent leur différentiation en cellules vasculaires ; 

le prétraitement à la PK2 suivi d’un traitement pro-adipogénique entraine une amplification 

de la différentiation des cellules epicardin
+
 en cellules vasculaires et une inhibition de leur 

différentiation en adipocytes. 

Nos résultats ont également démontré pour la première fois la présence des cellules epicardin
+
 

dans les reins et le rôle de la voie de signalisation PK2/PKR1 dans leur différentiation en 

cellules vasculaires. Au vu de la plasticité des cellules epicardin
+
 cardiaques, il serait 

intéressant d’étudier les capacités de différenciation de celles résidant dans le rein et plus 

particulièrement en lignée de podocytes et de cellules tubulaires.  

Sommes toutes, nos travaux de recherche ont permis de mettre en évidence l’implication 

d’un nouveau facteur régissant à la fois le système cardiovasculaire et rénal : le récepteur 

PKR1. Il représente ainsi un facteur potentiel pour le traitement des maladies cardiaques et 

rénales de types ischémiques. 
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