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L’embryologie des vaisseaux

Comprendre comment se forme le réseau endothélial et
débroussailler les mécanismes cellulaires et moléculaires mis
en jeu au cours de ce processus constituent des enjeux tres
importants dans la perspective de I'angiogenese thérapeu-
tique. C’est pourquoi, I’étude de la mise en place du réseau
endothélial chez ’embryon revét un intérét d’autant plus évi-
dent que les processus impliqués au cours de I'ontogenéese
endothéliale doivent étre, sinon similaires, du moins proches
de ceux mis en ceuvre lors des processus d’angiogenese
pathologique. Cette revue répertorie donc un certain
nombre d’acteurs clés impliqués dans I’émergence, la diffé-

renciation et la maturation de I'arbre vasculaire.

e systeme cardiovasculaire est

le premier organe fonction-

nel & se mettre en place chez

I’embryon. En effet, le bon

développement des tissus
dépend d’un apport adéquat d’oxy-
gene via le coeur et les vaisseaux san-
guins. La dissection fine des méca-
nismes cellulaires et moléculaires qui
interviennent dans la différenciation
du réseau endothélial constitue un
défi, mais aussi une nécessité dans la
perspective d’une modulation de
I’angiogenese dans un but thérapeu-
tique, particuliérement dans le
domaine de la recherche cardiovas-
culaire. La capacité d’induire I'appa-
rition de néovaisseaux collatéraux
lors d’une ischémie du myocarde,
des membres ou d’autres tissus
constituerait un atout essentiel pour
le traitement de ces pathologies pour
lesquelles aucune intervention phar-
macologique n’est  possible
aujourd’hui, et qui ne peuvent béné-
ficier que d’une revascularisation chi-
rurgicale. Supprimer la croissance

vasculaire anarchique qui facilite le
développement d’un processus can-
céreux ou inflammatoire est aussi un
enjeu formidable pour les cher-
cheurs et les cliniciens.

L’étude de la mise en place du
réseau endothélial chez I’embryon
revét un intérét majeur compte tenu
de la trés probable similitude des
mécanismes contrdlant I’ontogenese
endothéliale et le processus d’angio-
genése pathologique.

Emergence des cellules
endothéliales,
notion d’hémangioblaste

Les cellules endothéliales (CE) nais-
sent dans le mésoderme, le feuillet
intermédiaire de I'embryon qui
ségrége lors du processus de la gas-
trulation (figure 1). Ce feuillet évolue
rapidement pour donner une struc-
ture paraxiale, le somite, et a la péri-
phérie le mésoderme latéral. Lors de
la formation du ccecelome, le méso-
derme latéral se différencie en deux
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Ectoderme
Somite

Endoderme

Figure 1. Cartographie du mésoderme. Le mésoderme se développe entre
I'ectoderme et I’endoderme au cours du processus de gastrulation. Il se diffé-
rencie en une structure axiale, la notochorde (N) sous le tube nerveux (TN),
une structure paraxiale, le somite, dorsalement aux aortes (Ao) et en un méso-
derme latéral. Lors de la formation du ceelome (Coe), le mésoderme latéral se
scinde en un feuillet dorsal, le mésoderme somatopleural (MSo), et un feuillet
ventral, le mésoderme splanchnopleural (MSp). L’association mésoderme
somatopleural-ectoderme forme la somatopleure (So), I'association méso-
derme splanchnopleural-endoderme forme la splanchnopleure (Sp).

feuillets: un feuillet dorsal, le méso-
derme somatopleural, en étroit
contact avec I’ectoderme, et un
feuillet ventral, le mésoderme
splanchnopleural, en étroit contact
avec I’endoderme. L’association
mésoderme somatopleural-ecto-
derme forme la somatopleure qui
constituera la paroi et les membres,
tandis que I’association mésoderme
splanchnopleural-endoderme forme
la splanchnopleure a I’origine des vis-
céeres.

L’émergence des précurseurs vascu-
laires est sous le contrle de nom-
breuses molécules: citons parmi elles
le facteur de croissance VEGF (vascu-
lar endothelial growth factor) et deux de
ses récepteurs, VEGF-R1 et VEGF-R2.
Le VEGF, qui agit sous forme soluble,
a une double action sur les cellules
endothéliales: il est mitogéne et aug-
mente la perméabilité des vaisseaux.
Le dosage du VEGF est critique
puisque, chez la souris, I'inactivation
d’un allele du géne suffit a entrainer
la mort des embryons entre 9,5 et
10,5 jours de gestation (E9,5-E10,5)
en raison d’un développement insuf-
fisant du réseau endothélial. Parmi
les récepteurs qui relayent les effets
biologiques du VEGF, VEGF-R2 appa-
rait comme le marqueur le plus pré-
coce du lignage endothélial. Son
inactivation chez la souris entraine,
chez les embryons homozygotes, une
absence totale des CE et des cellules
hématopoiétiques (CH). Les mutants

du VEGF-R1 sont différents: ils n’éla-
borent pas de réseau endothélial et
meurent entre E9,5-E10. Il existe
pourtant des CE et des cellules héma-
topoiétiques, mais le nombre de pré-
curseurs endothéliaux est trop impor-
tant et entraine une désorganisation
compléte de I'arbre vasculaire (voir
revue dans [1, 2]).

D’autres facteurs qui conditionnent
la spécification endothéliale d’une
cellule, ont été identifiés (Etsl, Hex,
Vezfl, des genes Hox, des membres
de la famille GATA...) mais les
mécanismes moléculaires a I’'ceuvre
restent flous. Les molécules respon-
sables des interactions CE-CE et CE-
matrice extracellulaire telles que la
VE-cadhérine, la fibronectine ou les
intégrines sont, quant a elles, impor-
tantes pour la différenciation de
I’arbre vasculaire précoce (voir revue
dans [3]).

Dans le sac vitellin, la mise en place
du réseau endothélial débute avec
I’émergence de cellules isolées se
regroupant en amas qui forment les
Tlots sanguins au sein desquels les cel-
lules périphériques se différencient
en CE et les cellules centrales en CH.
Le lien étroit entre ces deux types
cellulaires a suggéré I’hypothése
d’un précurseur commun a ces deux
lignages, I’hémangioblaste, corres-
pondant a I'ancétre commun émer-
geant dans le mésoderme [4].

De proche en proche, les CE des dif-
férents Tlots sanguins établissent des

contacts conduisant a la formation
d’un réseau vasculaire au sein du sac
vitellin [5].

Chez I’oiseau, le territoire de
I’lhémangioblaste correspond aux
deux tiers postérieurs de I’embryon
au stade de la ligne primitive [4],
une région qui exprime trés forte-
ment le VEGF-R2. L’expression pré-
coce de ce récepteur dans le méso-
derme d’embryons de souris et
d’oiseau ainsi que I'absence de CE et
de CH dans les embryons homozy-
gotes déficients en VEGF-R2 suggeé-
raient fortement I'identité entre les
cellules VEGF-R2* et les hémangio-
blastes (voir revue dans [1]).

Afin de vérifier cette hypothése, les
cellules VEGF-R2* ont été isolées a
I’aide d’un anticorps monoclonal
dirigé contre la partie extracellulaire
du VEGF-R2, a partir de suspensions
cellulaires de la région postérieure
d’embryons de poulet au stade de la
gastrulation. La capacité de proliféra-
tion et de différenciation des cellules
exprimant ou n’exprimant pas le
récepteur a leur surface a été testée
en milieu semi-solide en I’absence ou
en présence de VEGF. Dans ces
conditions, tous les précurseurs
capables de former des colonies
ségregent dans la fraction VEGF-R2*.
En I’absence de VEGF, les cellules
VEGF-R2* donnent naissance a des
colonies de CH, cellules érythroides,
thrombocytes et monocytes. En pré-
sence de VEGF, la différenciation des
CE est induite de maniére dose-
dépendante et s’accompagne d’une
réduction sensible de la différencia-
tion hématopoiétique. La population
des cellules VEGFR2* de la région
postérieure de I’embryon donne
donc naissance a des CE et a des CH
et peut étre considérée comme une
population d’hémangioblastes.
L’expression du potentiel de diffé-
renciation endothéliale dépend du
VEGF alors que la différenciation
hématopoiétique apparait constitu-
tive [6]. Chez la souris, I'existence
d’hémangioblastes a été démontrée a
partir de cellules ES sevrées de LIF
(leukemia inhibiting factor), triées au
jour 2,5/3 sur leur expression du
VEGF-R2 et cultivées par la suite en
présence de cellules stromales OP9
(dépourvues de M-CSF) dans un
milieu enrichi en cytokines. Dans ces
conditions, la différenciation de CE,
de CH et de cellules musculaires
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lisses a partir d’une cellule VEGF-R2*
est obtenue [7, 8].

Dans I’embryon proprement dit, le
premier signe de la différenciation
endothéliale est I’apparition, dans le
mésoderme non encore scindé,
d’angioblastes isolés qui vont s’asso-
cier les uns aux autres pour former
un plexus vasculaire : chez I’embryon,
il N’y a donc pas d’ilots sanguins. La
mise en place de I'arbre endothélial
primitif qui résulte de I'interconnec-
tion des réseaux endothéliaux vitellin
et intraembryonnaire et qui aboutit a
la différenciation de I’endocarde et
des deux aortes dorsales est un pro-
cessus rapide puisque observé apres
trente heures chez I'oiseau [5], huit
jours chez la souris [9] et trois
semaines chez I’'hnomme [10].

Par comparaison avec les hémangio-
blastes qui émergent précocément
dans le sac vitellin, il existe, dans
I’embryon, des cellules bipotentes
qui ont une destinée endothéliale et
hématopoiétique. Chez I'oiseau, les
CE qui tapissent I'endothélium ven-
tral de I'aorte a 3-4 jours de dévelop-
pement perdent leur caractére endo-
thélial et acquiérent un phénotype
hématopoiétique pour donner nais-
sance a des CH qui sont libérées dans
la lumiére du vaisseau ou qui
migrent dans le mésentére sous-
jacent [10]. Enfin, récemment,
I’identification d’hémangioblastes/
angioblastes circulants, originaires de
la moelle osseuse, a été rapportée
chez I'adulte (voir revue dans [3]).
Ces précurseurs, peu nombreux au
demeurant, laissent entrevoir I’espoir
d’une utilisation thérapeutique.

Une hétérogénéité du mésoderme
latéral quant a I’émergence de cel-
lules endothéliales s’installe rapide-
ment au cours du processus de gas-
trulation: I'analyse de I’expression
de marqueurs spécifiques des CE tels
que VEGF-R2 ou les facteurs de
transcription c-etsl (figure 2) et
SCL/TAL montre que, si tout le
feuillet mésodermique transcrit ces
genes au début de la gastrulation, les
ARNmM se restreignent ensuite a la
partie ventrale du mésoderme laté-
ral. Lorsque le coelome se forme, ces
transcrits ne sont exprimés que dans
le feuillet splanchnopleural, au
niveau des vaisseaux sanguins, tandis
que dans le mésoderme somatopleu-
ral ces genes ne sont transcrits que
dans les rares CE [12-15]. Cette
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Figure 2. Hétérogénéité moléculaire du mésoderme latéral. Coupe transver-
sale d’un embryon de poulet a jour 2 hybridée avec une sonde spécifique du
proto-oncogéne c-etsl. Au niveau du mésoderme, les ARNm c-etsl sont abon-
damment transcrits dans le feuillet splanchnopleural (fleches) alors que, seuls
quelques spots c-etsl* sont détectés dans le feuillet somatopleural (tétes de
fleche) (x110). So: somatopleure; Sp: splanchnopleure; TN: tube nerveux.

expression régionalisée, qui préfi-
gure la future architecture du plexus
endothélial primaire, se traduit par
une hétérogénéité fonctionnelle
mise en évidence dans le systéme
caille-poulet [16].

De la somatopleure et de la splanch-
nopleure de caille ont été greffées
dans le membre d’un hbte poulet.
L’existence d’un marqueur endothé-
lial et hématopoiétique spécifique de
la caille, QH1, permet d’identifier
I’origine des CE présentes chez les
receveurs [5].

Dans ces conditions, seule la
splanchnopleure donne naissance a
de nombreuses CE qui se dispersent
dans le membre de poulet, notam-
ment au sein de la moelle osseuse.
Par ailleurs, elle produit des CH
retrouvées dans le mésenchyme du
membre hoéte ou parmi la popula-
tion d’ostéoclastes présents dans
I’os.

Lorsque les fragments de splanchno-
pleure sont greffés dans le ccelome
de I’héte, microenvironnement favo-
rable a la multiplication et a la survie
des CH, ils donnent également des
CE, mais de surcroit ils produisent
d’importants agrégats de CH [17].

Developpement
vasculaire
et organogenése

Dans le modele aviaire, le systéme
des chiméres caille-poulet a permis
de démontrer que la vascularisation
des organes se met en place selon
deux processus distincts, I’angioge-
nése et la vasculogenése [18].
L’angiogenése correspond a la vascu-
larisation d’un territoire par l'inter-
médiaire d’un plexus vasculaire exté-
rieur a ce territoire d’ou émergent
des CE qui envahissent le tissu. A
I’inverse, la vasculogeneése est le déve-
loppement d’un réseau endothélial
intrinséque a partir de précurseurs
vasculaires présents in situ.

Il faut noter qu’aujourd’hui, la défi-
nition originale de ces deux substan-
tifs a été quelque peu détournée
dans la mesure ou le terme de vascu-
logenése est souvent utilisé pour dési-
gner la formation d’un réseau vascu-
laire trés t6t au cours de
I’ontogenese, tandis que l’angioge-
nése désigne la croissance et la matu-
ration du plexus primitif en un
réseau complexe. C’est ainsi que,
selon les auteurs, angiogeneése et vas-
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culogeneése désignent soit I'origine
extrinséque ou intrinséque du réseau
vasculaire [19] soit deux étapes dis-
tinctes de la différenciation endothé-
liale [20]. En ce qui nous concerne,
nous nous en tiendrons a la premiére
définition qui est aussi la définition
initiale de ces deux termes.

Les membres sont vascularisés via le
processus d’angiogenese (figure 3A);
dans le modele caille-poulet, la greffe
d’un bourgeon d’aile ou de patte
d’une espéce dans le ccelome d’un
embryon de I'autre espéce conduit a
I’envahissement du greffon par des
CE originaires de I’h6te. Les viscéres,
guant a eux, sont soumis au proces-
sus de vasculogenese (figure 3B);
lorsqu’un bourgeon viscéral d’une
espéce est implanté dans le cecelome
d’un embryon de l'autre espéce,
I’arbre vasculaire se développe a par-
tir du rudiment greffé [18].

Ainsi, au sein des visceres, le méso-
derme splanchnopleural produit son
propre contingent de CE alors que,
au sein des membres, le mésoderme
somatopleural n’a pas cette capacité
et il est vascularisé par le processus
d’angiogenése. La question se pose
alors de savoir d’ou viennent les preé-
curseurs endothéliaux qui colonisent
les membres ?

Cartographie endothéliale
du mesoderme

Pour répondre a cette question, la
cartographie des territoires du méso-
derme capables de produire des pré-
curseurs endothéliaux a été entre-
prise a I'aide de greffes caille-poulet
afin de préciser les migrations et la
destinée finale des précurseurs endo-
théliaux qui en émergent.

Le mésoderme paraxial donne nais-
sance a la vascularisation de la région
dorsale et de la paroi du corps de
I’hdte. Des CE originaires du greffon
apparaissent dans I’aorte, en posi-
tions dorsale et latérale, dans les
veines cardinales postérieures, les
vaisseaux intersegmentaires, les
méninges, les dérivés somitiques, le
pronéphros, le mésonéphros et le
membre (figure 4A). Ce mésoderme
ne contribue en aucun cas a la vas-
cularisation des viscéres, ce qui cor-
robore les travaux antérieurs
démontrant que des précurseurs
intrinséques émergent dans la

s Splanchnopleure [21].
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Figure 3. Vascularisation et organogenese. A. Coupe d’une aile d'un
embryon de poulet greffée chez un héte caille: 'angiogenése étant a I'ceuvre
dans les membres, tout le réseau endothélial autour des structures cartilagi-
neuses de poulet (C) provient de I’héte caille et est QH1* (fluorescence verte).
B. Coupe d’'un duodénum (D) et d’'un pancréas (P) d’'un embryon de caille
greffés chez un hote poulet: les viscéres étant soumis au processus de vas-
culogenese, I'arbre vasculaire des greffons de caille se différencie in situ et
est marqué par QH1 (fluorescence verte) (x 110).

En ce qui concerne la production de
CH, le mésoderme paraxial n’est pas
a I’origine des bourgeonnements
intra-aortiques ventraux présents a
E3,5-E4 chez I'oiseau [21], qui cor-
respondent au premier processus
d’hématopoiése diffuse intraem-
bryonnaire [22] et dont des ana-
logues sont présents chez la souris
[23] et ’homme [10].

Afin de comprendre la restriction de

la migration des CE issues du méso-
derme paraxial a la région dorsale de
I'aorte, la capacité de migration de
ces cellules a été comparée, dans le
systeme caille-poulet, avec celle des
CE issues du mésoderme splanchno-
pleural.

Au niveau de l'aorte, des cellules
QHL1* produites par le mésoderme
splanchnopleural se retrouvent dans
la région ventrale de I’endothélium
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Figure 4. Potentiels angiopoiétique et
hémangiopoiétique. A. Coupe trans-
versale troncale d’'un embryon de
poulet a jour 4 dont un somite a été
substitué deux jours auparavant par
un somite de caille. Le somite greffé
donne naissance a une importante
population de CE QH1* qui vascula-
rise les dérivés dorsaux de I'’héte, en
particulier l'aile (A). Au niveau de
I'aorte (Ao), des CE QH1* participent a
I’endothélium dorsolatéral du vais-
seau (pas visible sur cette coupe). B
et C. Coupes transversales troncales
d’'un embryon de poulet a jour 4 dont
un somite a été substitué deux jours
auparavant par un fragment de méso-
derme splanchnopleural de caille. Les
CE issues du mésoderme greffé sont
capables de participer a I'endothé-
lium ventral de l'aorte (Ao, fleches
dans B, téte de fleche dans C) et de
donner naissance aux CH qui y bour-
geonnent (fleches dans C). A. x 160;
B. x 110; C. x 525.
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du vaisseau (figure 4B) et participent
aux bourgeonnements hématopoié-
tiques intraaortiques (figure 4C). Par
ailleurs ces cellules QH1* participent
a la vascularisation des visceres. Les
CE issues du mésoderme splanchno-
pleural migrent donc plus loin et
dans d’autres territoires que celles
produites par le mésoderme paraxial
[21].

Ainsi, deux territoires mésoder-
miques distincts participent a la vas-
cularisation de I’embryon, un terri-
toire dorsal, le mésoderme paraxial,
qui ne produit que des CE; un terri-
toire ventral, le mésoderme splanch-
nopleural, ou se différencient des CE
seules capables de gagner I’endothé-
lium aortique ventral et de participer
a la formation des bourgeonnements
hématopoiétiques (figure 5). Ces
expériences ont permis de définir un
potentiel angiopoiétique au sein du
mésoderme paraxial et un potentiel
hémangiopoiétique au sein du méso-
derme splanchnopleural. De plus, il
apparait que I’endothélium de
I’aorte a une double origine, somi-
tique, dorsalement et splanchnopleu-
rale, ventralement (figure 5).
Pourquoi la potentialité hémangio-
poiétique est-elle restreinte au com-
partiment splanchnopleural ? L’une
des hypothéses est que I’endoderme,
qui est en contact étroit avec le méso-
derme splanchnopleural au début du
développement, pourrait jouer un

réle inducteur de la capacité héman-
giopoiétique de ce mésoderme. Pour
étayer cette hypothese, I'effet de
I’endoderme a été testé soit sur du
mésoderme paraxial, soit sur du
mésoderme somatopleural qui, nor-
malement, ne produit aucune CE et
est colonisé par des précurseurs vas-
culaires somitiques a destinée dorsale
et sans capacité hématopoiétique.

Du mésoderme paraxial ou somato-
pleural de caille a été associé transi-
toirement a de [I’endoderme
embryonnaire de poulet avant d’étre
greffé dans le coelome d’un poulet
hoéte. Dans ces conditions, des CE
originaires du greffon de caille
migrent au sein de I’endothélium
ventral de I’aorte de poulet et partici-
pent aux bourgeonnements hémato-
poiétiques. L’endoderme a donc un
réle inducteur sur la capacité héman-
giopoiétique du mésoderme associé
[24].

L’effet de I’endoderme peut étre
mimeé par des facteurs de croissance
tels que le VEGF, le FGFb et le
TGFB1, capables d’induire au sein
des mésodermes paraxial et somato-
pleural un potentiel hémangiopoié-
tique qui normalement est dévolu au
seul mésoderme splanchnopleural
[24].

Une approche identique permettait-
t-elle d’inhiber la capacité hémangio-
poiétique du mésoderme splanchno-
pleural ? Dans ce but, I’effet de

E15

Figure 5. Deux territoires mésodermiques distincts produisent des CE. Le
somite (S) donne naissance a des progéniteurs endothéliaux qui colonisent
(fleches) le tube nerveux (TN), le mésoderme somatopleural (MSo) et le toit
de l'aorte (Ao). Ces CE assurent la vascularisation des dérivés dorsaux de
I’'embryon (en bistre) en particulier les ailes (A) et les pattes, la paroi, les
veines cardinales (VC). Le mésoderme splanchnopleural (MSp) produit des
CE qui vascularisent les viscéres comme le tube digestif (TD), forment
I’endothélium ventral de l'aorte et y donnent naissance aux bourgeonne-
ments hématopoiétiques (fleche).
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I’ectoderme, connu pour induire
une zone avasculaire dans le bour-
geon de membre, a été testé.
Lorsque du mésoderme splanchno-
pleural de caille est associé transitoi-
rement a de I'ectoderme de poulet
avant d’étre greffé dans un héte pou-
let, celui-ci perd la potentialité héma-
topoiétique et sa capacité angiopoié-
tique est réduite. Les CE QH1*, issues
du greffon, ne sont plus capables de
pénétrer au sein de I’endothélium
aortique ventral ni de fournir les CH
qui bourgeonnent dans la lumiére du
vaisseau. L’ectoderme abolit le
potentiel hémangiopoiétique du
mésoderme splanchnopleural en
modifiant la destinée des cellules
QH1* émigrantes. Cet effet peut étre
mimé par I'EGF et le TGFa [24].
Ces expériences suggerent qu’il
existe un gradient dorso-ventral
contrblant la potentialité angiopoié-
tigue/hémangiopoiétique chez
I’embryon: une activité promotrice
de I’endoderme, ventralement, et
une activité inhibitrice de I’ecto-
derme, dorsalement.

Remodelage et identité
arterielle et veineuse

Il a longtemps été admis que I'iden-
tité artérielle ou veineuse d’un vais-
seau était principalement assujettie
aux forces hémodynamiques résul-
tant de I’établissement de la circula-
tion. Il est vrai qu’elles jouent un réle
puisque chez I'oiseau, par exemple,
les vaisseaux sanguins de grand dia-
meétre du sac vitellin ne se dévelop-
pent qu’aprés la connexion du
plexus vasculaire primitif avec les
vaisseaux intraembryonnaires via les
artéeres et les veines omphalomésen-
tériques. L’absence de connexion,
telle qu’elle est observée chez les
embryons de caille déficients en
acide rétinoique, conduit a la régres-
sion compléte des vaisseaux vitellins
et a la mort des embryons [25].
Cependant, le développement de
tous les vaisseaux majeurs ne dépend
pas des forces mécaniques engen-
drées par la circulation: le tube car-
diaque, les arcs aortiques, I’aorte dor-
sale et les veines cardinales ont déja
acquis un grand diametre alors que
la circulation n’est pas établie et les
forces hémodynamiques inexistantes.
Les forces de cisaillement induites
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sont impliquées dans I’étape de
remodelage correspondant a la mise
en place du mur vasculaire autour
des tubes endothéliaux. Des
séquences nucléotidiques spécifiques
(shear stress responsive elements) sont
ainsi intégrées au promoteur de cer-
tains génes tel que celui codant pour
le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF). La transcription
du PDGEF est induite dans I’endothé-
lium vasculaire en réponse aux forces
de cisaillement [26]. Cette molécule
est un chimioattractant pour les cel-
lules de muscle lisse qui sont ainsi
recrutées pour former le mur vascu-
laire. La différenciation du mur est
contrélée par un couple ligands-
récepteur, les angiopoiétines (Angl
et Ang2) et leur récepteur Tie2, qui
affecte la croissance et le maintien
des vaisseaux sanguins en stabilisant
I’interaction des cellules murales
avec les néovaisseaux ou en promou-
vant les branchements et I’angioge-
nése (voir revue dans [3]). Ultérieu-
rement, le systtme angiotensine et
les facteurs vasoconstricteurs et vaso-
dilatateurs interviennent dans le
contrble physiologique du tonus vas-
culaire.

En ce qui concerne l'identité arté-
rielle ou veineuse d’un vaisseau, hor-
mis les différences histologiques au
niveau de la composition de la paroi
et la présence de valvules dans cer-
taines veines, des arguments molécu-
laires récents permettent I'identifica-
tion de tubes artériels ou veineux.
Des expériences de déletion des
génes de I’éphrine B2 et d’EphB4,
un couple ligand-récepteur initiale-
ment caractérisé dans le systeme ner-
veux, montrent que ces deux molé-
cules ont un ro6le clé dans le
développement vasculaire. L’éphrine
B2 et I’'EphB4 ont des patrons de dis-
tribution réciproques, I’éphrine B2
marquant I’endothélium des arteres,
I’EphB4 celui des veines. La distribu-
tion complémentaire de ces deux
génes suggere qu’ils sont impliqués
trés tét dans I’établissement de
I’identité artéro-veineuse, en assurant
peut-étre la fusion des tubes artériels
et veineux a leurs jonctions. La léta-
lité précoce des souris n’exprimant
plus ces protéines pourrait s’expli-
guer par un défaut de fusion a
Iinterface artére-veine (voir revue
dans [27]). L’éphrine B2 est aussi
impliquée plus tardivement au cours

de la différenciation artérielle en
contrélant les interactions entre les
CE et les cellules musculaires lisses
recrutées pour former le mur vascu-
laire (voir revue dans [27]). Chez
I’adulte, les processus d’angiogenése
physiologique ou tumorale condui-
sent & la formation de néovaisseaux
qui expriment & nouveau le gene de
I’éphrine B2: ce constat aboutit a
reconsidérer le dogme bien établi
selon lequel I'angiogenése adulte
conduit a la formation de vaisseaux
non différenciés ou de veines et sug-
gere que I’éphrine B2 doit jouer un
role important dans ces sites d’angio-
genése (voir revue dans [27]).

Chez le poisson zébre, deux genes
spécifiques des arteres ont été clonés,
gridlock [28] et deltaC [29] un ligand
de la famille Notch. Ces deux genes
sont exprimés dans les CE artérielles
présomptives avant le début de la cir-
culation sanguine. Cette observation
pourrait suggérer une spécification
trés précoce du mésoderme, dés la
gastrulation, en un territoire artériel
et un territoire veineux, qui achéeve-
rait peut-étre la construction d’un
plexus vasculaire fonctionnel avant
I’établissement de la circulation.
Chez I’oiseau, nous avons mis en évi-
dence récemment I’existence de
deux autres marqueurs de I'identité
artéro-veineuse, la neuropiline 1
(NP1) et Tie2. NP1 est un récepteur
largement exprimé dans le systéme
nerveux et dont un des ligands, la
collapsine/sémaphorine 111 est un
chémorépulseur des axones. Dans le
systeme endothélial, I’absence ou la
surexpression de NP1 entraine de
graves séquelles vasculaires. Il faut
noter que les effets de la surexpres-
sion de NP1 ne concernent que le
compartiment artériel [30]. Chez
I'oiseau, NP1 se restreint trés rapide-
ment a I’endothélium artériel
embryonnaire et extraembryonnaire
et cette spécificité persiste dans tous
les tissus au moins jusqu’a E10. Le
récepteur Tie2 est exprimé dans
toutes les CE au début du développe-
ment; au moment de I’organoge-
nése, la distribution de Tie2 se modi-
fie, la transcription est réduite dans
I’endothélium artériel alors qu’elle
demeure trés importante dans
I’'endothélium veineux. Ayant entre
les mains deux génes de la spécificité
artéro-veineuse chez I’oiseau, nous
nous sommes posé la question de
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savoir si I'identité artérielle ou vei-
neuse des CE était établie durable-
ment une fois qu’elles ont acquis
I’expression de marqueurs Spéci-
fiques ou s’il existe une plasticité vas-
culaire. Pour répondre a cette ques-
tion, nous avons utilisé le systéeme
caille-poulet et greffé chez le poulet
des fragments d’artéres ou de veines
prélevés chez la caille a différents
ages. Il apparait que des CE dont
I'identité artérielle ou veineuse est
moléculairement définie conservent
une plasticité pendant une grande
partie de la vie embryonnaire et
ainsi, des CE artérielles a E7 sont
capables de s’intégrer a un endothé-
lium veineux et vice versa. Cependant,
cette plasticité disparait au cours des
stades tardifs du développement. Les
mécanismes responsables de la res-
triction progressive de la plasticité
demeurent inconnus. Une explica-
tion serait qu’apres un stade de déve-
loppement défini, les genes spécifi-
guement exprimés par les
endothéliums artériel et veineux ne
pourraient plus étre réglés négative-
ment et interdiraient la colonisation
des artéres par des CE de type vei-
neux et celle des veines par des CE
de type artériel. La recherche des
interactions entre les différentes
molécules connues pour s’exprimer
sélectivement dans les artéres et les
veines, ainsi que la connaissance de
la séquence temporelle de toutes ces
interactions, renforceraient la
connaissance du systeme endothélial
et devraient aider a développer des
thérapies pour pallier certains
désordres vasculaires.

Ontogenese
du systeme lymphatique

A I'inverse de la vasculogenése et de
I’angiogenése, la lymphangiogenése
a été trés peu étudiée notamment en
raison de I’absence de marqueurs
spécifiques des CE lymphatiques.
Cependant, dés la fin du xix® siécle,
des études décrivaient déja le systeme
lymphatique chez I’embryon d’oiseau
au moyen d’injections dans le réseau
sanguin et ont permis de mettre en
évidence un réseau lymphatique
entourant les artéres chorioallantoi-
diennes et I’aorte.

En regle générale, le systtme lympha-
tique se développe plus tard que le
systéme vasculaire. Chez I'oiseau, les
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vaisseaux lymphatiques sont détectés
vers E4-E5 [31] alors que les vaisseaux
sanguins émergent trois jours aupara-
vant [5]. Chez I'homme, le primor-
dium lymphatique est identifiable
apreés 6 a 7 semaines de gestation, soit
3 semaines aprés le développement
des vaisseaux sanguins [32].

En ce qui concerne I'origine des vais-
seaux lymphatiques, il n’y a pas de
réponse claire aujourd’hui. Les pre-
miers territoires lymphatiques, les
plexus rétropéritonéal, postérieur et
jugulaire, étant toujours adjacents a
des veines et y étant connectés, il est
admis que les premiers vaisseaux lym-
phatiques dérivent de I’endothélium
veineux [32]. Cependant des expé-
riences récentes menées dans le
modele aviaire montrent I’émergence
d’angioblastes lymphatiques dans le
mésenchyme de l'aile et suggérent
que le systeme lymphatique de I'aile
ne se différencie pas exclusivement a
partir de vaisseaux lymphatiques pré-
existants mais aussi par le recrute-
ment in situ de lymphangioblastes qui,
comme les CE vasculaires du membre,
ont une origine somitique [33, 34].
Au contraire de la plupart des capil-
laires vasculaires, les capillaires lym-
phatiques ne développent pas de
membrane basale continue et
I’'absence de laminine et de collagéne
de type IV permet de discriminer
entre les deux types de vaisseaux.
Cependant les vaisseaux lymphatiques
collecteurs ont une membrane basale
et possedent une adventitia et une
media (voir revue dans [35]). Bien que
les premiers vaisseaux lymphatiques
accompagnent les veines, plus tardive-
ment, ils se différencient également le
long des artéres. Toutefois, la fusion
des CE artérielles avec les CE lympha-
tigues n’est jamais observée. Certains
organes tels que le cerveau et la
moelle osseuse ne développent pas de
systeme lymphatique en raison de
I’existence probable de facteurs «anti-
lymphangiogéniques» non encore
identifiés (voir revue dans [35]).
Parmi les marqueurs du systeme lym-
phatique, il faut noter le couple
VEGF C-VEGF-R3. Au cours de
I’ontogenese précoce, VEGF-R3 est
exprimé dans toutes les CE, puis son
expression se restreint aux CE lym-
phatiques [36]. La potentialité lym-
phangiogénique du VEGF C a été
montrée dans les modéles aviaire et
murin. L’application de ce facteur

sur la membrane chorioallantoi-
dienne d’un embryon de poulet
entraine le développement de nou-
veaux vaisseaux lymphatiques ainsi
que la prolifération et la migration
de lymphangioblastes [37]. La surex-
pression de VEGF C dans la peau de
souris transgéniques induit la prolifé-
ration des CE lymphatiques [38].
Récemment, il a été montré qu’une
pathologie humaine héréditaire
entrainant des cedémes lymphatiques
est liée a des mutations hétérozygotes
du géne codant pour VEGF-R3. Ces
défauts génétiques aboutissent a
I’inactivation du domaine tyrosine
kinase du récepteur et conduisent a
I’inhibition partielle de la voie de
signalisation de VEGF-R3 [39].

Régression vasculaire
et apoptose

Parmi tous les tubes endothéliaux qui
se forment au cours de I’'ontogenese,
seule une minorité persiste jusqu’a
I’&ge adulte. La plupart des capillaires
du plexus vasculaire initial régressent.
Le flux sanguin apparait déterminant
dans ce processus puisque des capil-
laires non perfusés régressent préfé-
rentiellement au cours du développe-
ment. Cependant, le systéme
vasculaire est déja différencié alors
gue la circulation sanguine n’est pas
encore établie. Cela suggére que les
CE répondent différemment aux
variations mécaniques avant et apres
I’établissement de la circulation (voir
revue dans [40]).

La régression des capillaires dans les
territoires préchondrogéniques avant
la différenciation cartilagineuse, ou
celle du systéme vasculaire hyaloide
conduisant a la translucidité du corps
vitré compatible avec la vision, sont
des processus impliquant une apop-
tose au sein des CE. Un autre exemple
concerne la régression des arcs aor-
tiques qui se forment transitoirement
chez les mammiféeres alors qu’ils per-
sistent chez certaines especes de pois-
sons. Il apparait évident que la mort
cellulaire qui accompagne la régres-
sion vasculaire est strictement contro-
lée par I’environnement proche,
quelle que soit I'origine des CE. Une
apoptose endothéliale génétiquement
programmée n’est probablement pas
envisageable au cours de la majorité
des processus de régression vasculaire
(voir revue dans [40]).
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I Conclusions

L’analyse cellulaire et moléculaire du
développement endothélial montre
gue de nombreux processus com-
plexes, dont certains sont encore mal
compris, contribuent a I’édification
d’une architecture vasculaire stable.
Depuis I'’émergence de I’hémangio-
blaste dans I’embryon précoce
jusqu’a la différenciation d’un réseau
endothélial spécialisé, le nombre de
types cellulaires, de couples récep-
teurs-ligands, de facteurs de trans-
cription et de molécules de la
matrice extracellulaire mis en jeu est
important. Cependant, les progres
récents de I’embryologie expérimen-
tale permettent de compléter petit a
petit I'immense puzzle que constitue
la compréhension de la mise en
place du réseau vasculaire. Les méca-
nismes impliqués au cours de I'onto-
genése endothéliale commencent a
étre identifiés; il faut maintenant les
comparer aux processus qui inter-
viennent dans I’angiogenese patholo-
gique afin de mettre en ceuvre
I’application directe de ces résultats a
I’élaboration de protocoles thérapeu-
tiques m
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Summary
Endothelial ontogeny

Understanding how blood vessels
differentiate and dissecting the cel-
lular and molecular mechanisms
involved in this process have
become important challenges in
relation to therapeutic angiogene-
sis. Thus, the interest in the endo-
thelial ontogeny appears obvious
because the mechanisms at work in
this system may be also involved
during pathological angiogenesis.
This paper presents an overview of
some key factors playing a role
during the emergence, the diffe-
rentiation and the remodeling of
the vascular tree.
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