
 

Université de Montréal 

 

 

 

Évaluation du rôle du récepteur activin receptor like kinase type 1 dans un modèle de 

néphropathie diabétique 

 

 

Par 

Cindy Paola Lora Gil 

 

 

 

Programme de sciences biomédicales, Faculté de médecine 

 

Mémoire présenté en vue de l’obtention du grade de maîtrise (M.Sc.) 

en Sciences Biomédicales, option Sciences Cardiovasculaires 

 

 

Août 2019 

 

© Cindy Lora Gil, 2019  



 

 

Université de Montréal 

Programme de sciences biomédicales, Faculté de médecine 

 

 

Ce mémoire intitulé 

 

Évaluation du rôle du récepteur activin receptor like kinase type 1 dans un modèle de 

néphropathie diabétique 

 

Présenté par 

Cindy Paola Lora Gil 

 

 

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes 

Dr. Casimiro Gerarduzzi 
Président-rapporteur 

 
Dr. Bruno Larrivée 

Directeur de recherche 
 

Dr. Vincent Pichette 
Codirecteur 

 
Dr. John Chan (CRCHUM) 

Examinateur externe 



 

Résumé 

La néphropathie diabétique est l’une des complications les plus fréquentes chez les patients 

diabétiques à long terme, et est la première cause du besoin de dialyse. Les lésions glomérulaires 

semblent jouer un rôle clé dans le développement de la néphropathie diabétique. 

L’épaississement de la membrane basale glomérulaire, l’hypertrophie des cellules glomérulaires 

et la perte de podocytes font partie des principaux changements pathologiques survenant au 

cours de la néphropathie diabétique et peuvent conduire à une protéinurie. 

Il a été suggéré que le dysfonctionnement endothélial joue un rôle important dans la pathogenèse 

des lésions glomérulaires au cours de la maladie rénale diabétique. En effet, l’altération de la 

fonction et de l’intégrité des cellules endothéliales glomérulaires est l’une des principales causes 

de la microalbuminurie observée dans l’insuffisance rénale diabétique précoce. Les lésions des 

cellules endothéliales glomérulaires peuvent endommager les podocytes et même induire une 

perte podocitaire ce qui aggrave d’avantage les liaisons des cellules endothéliales glomérulaires 

et ainsi de suite. Actuellement, les traitements de la néphropathie diabétique visent le contrôle 

de la glycémie et de la pression artérielle dans le but de maintenir un bon débit de filtration 

glomérulaire. Cependant, l’étude de traitements pouvant cibler les lésions endothéliales ou les 

interactions podocyte-cellule endothéliales, qui jouent un rôle essentiel dans la progression de la 

maladie rénale diabétique, est nécessaire.  

Les traitements ciblant l’endothélium glomérulaire pourraient offrir des avantages 

thérapeutiques pour la néphropathie diabétique. En effet, des facteurs anti-angiogéniques tels 

que les inhibiteurs du VEGF pourraient prévenir les lésions rénales et les altérations glomérulaires 

sur des modèles de souris diabétiques. Cependant, d’autres données ont montré que des 

injections d’inhibiteurs du VEGF pouvaient être néfastes pour les cellules endothéliales et 

podocytaires. Ainsi, de nouvelles molécules ciblant l’endothélium vasculaire pourraient améliorer 

le pronostic et la qualité de vie chez les patients présentant une insuffisance rénale diabétique à 

un stade précoce. Nous avons précédemment montré que Alk1, avec son ligand BMP9, joue un 

rôle important dans le maintien de l’intégrité vasculaire chez les animaux diabétiques. En effet, 
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la perte de signalisation d’Alk1 chez les animaux diabétiques conduit à la dissociation des 

jonctions vasculaires et à une augmentation des fuites vasculaires dans la rétine. Compte tenu de 

son rôle dans le maintien de la quiescence et de l’intégrité de l’endothélium, nous avons évalué 

les effets de la surpression d’Alk1 sur l’intégrité de l’endothélium glomérulaire et la fonction 

rénale chez la souris diabétique.  

Nous avons utilisé des souris avec délétion conditionnelle de Alk1 dans l’endothélium (Alk1ΔEC) 

pour évaluer le rôle de Alk1 dans la filtration glomérulaire chez des souris diabétiques induits par 

le STZ. Les souris ont été euthanasiées quatre mois après le début du diabète et des analyses 

sérologiques et urinaires ont été effectuées, ainsi que des études immunohistochimiques. Nous 

avons démontré que l’haplo-insuffisance d’Alk1 aggrave la microalbuminurie et induit une perte 

de podocytes chez des souris diabétiques. De plus, une augmentation significative de l’apoptose 

glomérulaire a été observée chez les souris Alk1ΔEC hétérozygotes diabétiques. L’analyse de 

souris Alk1ΔEC homozygotes non diabétiques a également révélé une perte importante de 

cellules endothéliales glomérulaires. Ensemble, ces données suggèrent que la signalisation du 

récepteur Alk1 joue un rôle essentiel dans le maintien des cellules endothéliales glomérulaires et 

participe au maintien de l’intégrité glomérulaire à travers un mécanisme de podocyte-endothelial 

cross-talk. 

Mots-clés : Néphropathie, diabète, podocyte, cellules endothéliales, micro-vaisseaux. 

 



 

Abstract 

Diabetic kidney disease one of the most frequent microvascular long-term complications in 

diabetic patients and is the first cause for the need for dialysis. The glomerular damage seems to 

play a key role in the development of diabetic nephropathy. Thickening of the glomerular 

basement membrane, glomerular cell hypertrophy, and podocyte loss is among the main 

pathological changes occurring during diabetic nephropathy and can lead to proteinuria.  

Endothelial dysfunction has been suggested to play an important role in the pathogenesis of 

glomerular damage during diabetic kidney disease. Indeed, alteration of the glomerular 

endothelial cell function and integrity is a leading cause of microalbuminuria observed in early 

diabetic kidney disease. Injury to glomerular endothelial cells may lead to podocyte damage, 

while podocyte loss further exacerbates glomerular endothelial cell injury, forming a vicious cycle. 

Currently, therapies in diabetic nephropathy are focusing on glycemia control and adequate 

arterial pressure levels in order to maintain an adequate glomerular filtration rate. However, the 

study of some treatments that may target endothelial lesions or podocyte-endothelial cell 

interactions, which play a vital role in the progression of diabetic kidney disease is necessary. 

It has been suggested that antiangiogenic treatments for diabetic kidney disease could provide 

therapeutic benefits. Indeed, anti-angiogenic factors such as VEGF inhibitors have been 

demonstrated to suppress renal damage and glomerular alterations in a diabetic mouse model. 

However, some other data have shown that anti-VEGF injections could be detrimental for 

podocytes and endothelial cells. Thus, new molecules targeting the vascular endothelium could 

possibly improve prognosis and quality of life in patients with early stages of diabetic kidney 

disease. 

We have previously shown that Alk1, along with its ligand BMP9, plays an important function to 

maintain vascular integrity in diabetic animals. Loss of Alk1 signaling in diabetic animals led to 

dissociation of vascular junctions and increased vascular leakage. Given its role in the 

maintenance of endothelial quiescence and integrity, we evaluated the effects of Alk1 

suppression on kidney integrity and renal function in diabetic mice.  
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We used mice with conditional deletion of Alk1 in the endothelium (Alk1ΔEC) to evaluate the role 

of Alk1 in glomerular filtration in STZ-induced diabetic mice. Mice were euthanized four months 

after the onset of diabetes and urine, and serological analyzes were performed, along with 

immunohistochemical studies. We demonstrated that Alk1 haploinsufficiency worsens 

microalbuminuria and induces podocyte loss.  Furthermore, a significant increase in glomerular 

apoptosis was observed in Alk1ΔEC mice. Analysis of homozygous Alk1ΔEC mice also revealed a 

significant loss of glomerular endothelial cells. Together, these data suggest that Alk1/BMP9 

signaling plays a critical role in the maintenance of glomerular endothelial cells and has important 

functions to maintain glomerular integrity through a crosstalk podocyte-endothelial mechanism. 

Keywords : Nephropathy, diabetes, podocyte, endothelial cells, microvessel. 
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donnant la bourse d’exemption des droits de scolarité. 

À vous tous ! Merci de tout au fond de mon œur.



 

Avant-propos  

Qu’en sera-t-il d’un médecin sans sa curiosité scientifique ? 

En tant que médecin, on acquiert un engagement inhérent à ce métier : s’entraîner constamment 

pour offrir le meilleur à nos patients. La vaste connaissance faisant partie de la médecine nous 

oblige à rigoureusement interpréter les signes et symptômes des patients pour avoir un 

diagnostic. Un jour, je me suis posé la question suivante :  Et si tout ce que l’on voyait chez nos 

patients n'était rien de plus que la somme de ce qui se passait à l’intérieur d’une petite cellule et 

de la synthèse de protéines ? et si tout cela se reproduisait simplement dans l’intégralité du corps 

jusqu'à ce que le résultat devienne évident à nous yeux ? J’ai travaillé en Colombie, mon pays 

d’origine, dans une zone où l'accès aux services de santé était restreint, raison pour laquelle les 

taux de complications micro et macrovasculaires causés par le diabète étaient très élevés. Je 

voulais offrir un traitement alternatif à mes patients, autre/meilleur ? que celui que nous avions 

déjà, qui me permettrait de leur dire que l’espoir était toujours là malgré leur maladie chronique. 

Pour ce faire, il me fallait avant tout mieux comprendre l’origine du problème : le dommage 

vasculaire. Je voulais saisir les mécanismes existant au niveau cellulaire capables de causer autant 

de dommages afin de penser à un nouveau traitement pour mieux gérer les complications du 

diabète. Dans le but de répondre à ma question, je voulais découvrir plus en détails pourquoi 

j’avais autant de patients avec des complications micro et macrovasculaires liées au diabète 

?  Qu’est ce qu’il se passe à l’intérieur de leurs corps, de leurs organes ? Pourquoi autant 

d’amputations et de dialyses ?  

 Convaincue qu'il restait encore beaucoup de choses à faire, j’ai écrit au laboratoire du Dr. Bruno 

Larrivee où j’ai fait un stage d’été en 2016. Son projet me fascinait, me permettant de mieux 

comprendre le rôle d’une protéine appelée Alk1 (Activin receptor like kinase type 1) dans la 

néphropathie diabétique. Bien qu'Alk1 jouât un rôle partiel dans toute cette histoire des 

complications micro et macro vasculaires liées au diabète, j’avais l’opportunité de me lancer vers 

l’univers spectaculaire des protéines et des molécules tout en cherchant la compréhension du 

mécanisme physiopathologique du diabète et ses complications qui me tenait à cœur. J’ai donc 
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commencé ma maitrise en sachant que ce chemin ne pouvait que m’apporter de bonnes choses 

professionnellement.  

Entant que clinicienne, j’avais acquis une vaste connaissance des maladies vasculaires et diabète 

ce que je voulais compléter avec cette formation. Cette connaissance acquise toute au long de 

ma pratique clinique, elle n’était pas la mienne seulement, mais celle de tous les pères, mères et 

enfants que j’ai eues comme patients lors de mon exercice comme médecin, à qui j’ai toujours 

donné le meilleur de moi-même. Ces eux, qui m’ont donné le courage nécessaire pour continuer 

mon chemin de croissance professionnelle.  

Je conclurai cette réflexion en disant que j’ai pris la décision de faire une maitrise considérant que 

j’avais beaucoup à apprendre sur l’application de la science fondamentale en médicine. J’ai aussi 

contemplé le bénéfice que mes patients pourront avoir lorsqu’ils se retrouveront devant un 

médecin avec formation clinique-scientifique qui peut les diagnostiquer et les traiter avec une 

approche clinique plus complète grâce à ces compétences. 

Aujourd’hui, j’encourage mes collègues et les prochaines générations de médecins à profiter de 

cette diversité de la médicine, et je vous encourage à découvrir, à vous diversifier et surtout à 

comprendre l’interdisciplinarité de notre profession. Pour moi, cette réflexion m’aide à 

comprendre comment la curiosité scientifique d’un médecin peut être le début d’une grande 

découverte. 

Finalement, j’ai compris comment la science et la médecine peuvent aller dans la même direction: 

la production de nouvelles connaissances scientifiques afin de donner le meilleur à nos patients.  

Avec la satisfaction du devoir accompli. 

Cindy Lora Gil M.D. M.Sc Candidate 

Sciences biomédicales, Université de Montréal. 

Omnia vincit amor/ Primum non nocere



 

Chapitre 1 – Introduction à l’anatomie et physiologie rénale 

1.1 Anatomie rénale 

L’ensemble du système urinaire est composé des reins, des uretères et de la vessie. Les reins sont 

des organes rétropéritonéaux, protégés par des muscles et du tissu adipeux. 1 Responsables de la 

filtration du plasma à un taux de 120ml par min, équivalent à 185 litres par jour2, ils reçoivent 

entre 20 à 25% du débit cardiaque total. Les reins jouent un rôle crucial dans le maintien de 

l’équilibre acido-basique, le contrôle de la pression artérielle (à travers le système rénine 

angiotensine, aldostérone), l’excrétion des déchets comme l’urée et l’ammonium ainsi que dans 

la formation de l’urine.3 Ils sont divisé en deux parties principales : le cortex qui est la partie 

périphérique du parenchyme, et la médulla, qui correspond à la partie centrale (Figure 1.1). Dans 

le cortex se trouve l’unité fonctionnelle du rein (le néphron) qui est composée d’un vaste réseau 

de vaisseaux sanguins, appelé glomérule ou corpuscule rénal. Ce cortex est également composé 

de tubules rénaux qui sont responsables de la réabsorption des solutés dans le corps. De plus, 

l’érythropoïétine, impliquée dans la génération des érythrocytes 4,5 est synthétisée dans le cortex 

rénal.  

La médulla est en grande partie responsable de la concentration de l’urine. Elle est divisée en 

plusieurs sections, appelées pyramides rénales ou de Malpighi. Ces pyramides sont formées 

principalement par des tubules collecteurs, dont l’ensemble forment le calice mineur.6,7 

L’ensemble des trois calices mineurs forment les calices majeurs qui constituent la pelvis rénal où 

l’urine passera avant d’être redirigée vers la vessie où elle sera finalement excrétée.  

Le sang pénètre dans le rein par l’artère rénale, qui se sépare ensuite pour former les artères inter 

lobaires. Ces artères se ramifient en artères arquées, qui se ramifient elles-mêmes en artères 

inter lobulaires atteignant les glomérules8. 
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Figure 1.1. Anatomie du rein. Tiré du site web University of Chicago (Renal anatomy chapter)9 

1.2 Anatomie rénale 

Les reins exerçaient principalement une fonction de filtration, ils font partie des organes les plus 

importants du corps humain. Ils permettent aussi le maintien d’une pression artérielle optimale 

en régulant le système rénine-angiotensine-aldostérone. Les reins jouent un rôle fondamental 

dans l’élimination des produits métaboliques indésirables et assurent l’équilibre acido-basique et 

l’équilibre électrolytique. Ainsi, les reins contribuent à maintenir un pH sanguin adéquat 

et l’homéostasie des fluides de notre organisme10. Le sang filtré au travers des reins provient de 

l’  artère rénale, qui se ramifie en de petites branches jusqu’au cortex rénal, en formant un groupe 

de vaisseaux sanguins étroits dans le néphron. La filtration du sang a lieu dans le glomérule, qui 

est un vaste réseau de vaisseaux sanguins formés par les artérioles rénales afférente et efférents, 

formant le néphron, (l’unité fonctionnelle du rein.) Une fois le sang filtré, il retourne par la veine 

rénale alors que les déchets sont acheminés vers la vessie en passant par les uretères pour être 

éliminés11. 



24 

1.2.1 Le Néphron 

Le néphron constitue l’unité de filtration et de réabsorption du rein et est situé dans le cortex 

rénal. Un rein adulte contient en moyenne de 1 million à 2,5 millions de néphrons 12. Les 

structures principales du néphron sont le glomérule, suivi du tubule contourné proximal, de l’anse 

de Henle et finalement du tubule collecteur. L’ensemble des tubules collecteurs convergent pour 

former le calice mineur qui deviendra à son tour le calice majeur et finalement le pelvis rénal qui 

forment les uretères. (Figure 1.2.). Le néphron est divisé en 2 parties principales : les glomérules 

et les tubules. Les glomérules sont constitués d’un vaste réseau de vaisseaux sanguins, alors que 

les tubules sont divisés en quatre sous-parties : le tubule contourné proximal, l’anse de Henle, le 

tubule contourné distal et les tubules collecteurs. 10 .Étant donné la complexité de chacune de 

ces structures, elles seront décrites en détail ci-dessous: 

 

Figure 1.2. Anatomie du néphron. Tire de l’encyclopedie.lubopitko13 

1.2.2 Corpuscule rénal glomérulaire 

Le glomérule constitue la première structure du néphron. Il est composé d’un vaste réseau de 

petits vaisseaux sanguins, ou capillaires glomérulaires, qui proviennent de l’artériole rénale. Ce 
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réseau est constitué de l’artériole rénale afférente qui rentre dans le glomérule et d’une artériole 

rénale efférente. Ce processus prend place grâce à des forces physiques et dynamiques qui 

déterminent la filtration glomérulaire.10.La première structure localisée à l’entrée de chaque 

glomérule est l’appareil juxtaglomérulaire. Ce sont des cellules qui tapissent majoritairement 

l’artériole afférente. Cet appareil est composé par un mésangium extraglomérulaire et un 

mésangium tubulaire qui correspond à la macula dense. Les cellules de cet appareil constituent 

une source exclusive de rénine qui est en circulation. Normalement, la production de rénine par 

ces cellules suffit à maintenir l’homéostasie et une tension artérielle normale.14.Les capillaires 

glomérulaires sont chacun contenus dans la capsule de Bowman, appelée aussi capsule 

glomérulaire. Ce sont les seuls capillaires dans le corps qui ne sont pas entourés d’une matrice 

extracellulaire. Par conséquent, une structure de soutien unique composée de 3 couches est 

nécessaire pour maintenir l’échange de molécules essentielles et du plasma provenant de la 

circulation.La première couche est composée d’un endothélium fenêtré, caractérisé par la 

présence de fenêtres individuelles de l’ordre de 70 à 100 nm de diamètre. Cet endothélium 

recouvre la lumière du capillaire et permet le passage des molécules de poids moléculaire 

faible.10.La deuxième couche du filtre, la membrane basale glomérulaire (MBG), est un maillage 

complexe de protéines extracellulaires, comprenant du collagène de type IV, des laminés, des 

fibronectines et des protéoglycanes. Cette membrane est recouverte par un épithélium viscéral 

spécialisé, les podocytes, ce qui correspond à la troisième couche de la membrane basal 

glomérulaire. (Figure 1.3) 

1.2.3 Endothélium rénal 

L’endothélium rénal est un endothélium fenêtré qui est grandement impliqué dans la régulation 

de la pression artérielle et du contrôle du tonus vasculaire 15. En effet, à l’entrée du glomérule 

plus précisément dans l’artériole glomérulaire afférente, cet endothélium rénal est composé de 

cellules qui sont sensibles aux changements de pression, appelées barorécepteurs. Par 

conséquent, le rein est particulièrement vulnérable aux altérations des fonctions endothéliales 

locales et aux changements de pression systémique. L’endothélium glomérulaire est recouvert 

d’une matrice extracellulaire spécialisée appelée membrane basale glomérulaire, composée 
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principalement de collagène de type IV, d’indigène et de protéoglycanes. Juxtaposé à cette 

membrane basale se retrouve un épithélium viscéral spécialisé dénommé podocytes. 

 La barrière de filtration glomérulaire est constituée de l’ensemble de ces deux types de cellules 

(podocytes et les cellules endothéliales), divisées par la membrane basale glomérulaire (MBG) 16. 

L’endothélium rénal a des caractéristiques structurelles et fonctionnelles spécifiques qui le 

protègent de la thrombose et de l’inflammation. Cependant, des mécanismes pathologiques 

comme le stress oxydatif, l’hyperglycémie soutenue ou la diminution de l’oxyde nitrique peuvent 

l’endommager entrainant  des lésions rénales aiguës ou chroniques17. Ainsi, les traitements 

ciblant la prévention du dommage endothélial dans la maladie rénale chronique sont à la fois une 

nécessité et une nouvelle option de thérapie. Cependant, les stratégies thérapeutiques 

émergentes qui ciblent la réparation du dommage endothélial comme option de traitements dans 

la maladie rénale sont très limitées 18. 

 

 

Figure 1.3. Anatomophysiologie du glomérule.  Tiré de Khan Academy Renal physiology11 



27 

1.2.4 Épithélium rénal spécialisé :  Les podocytes 

Les podocytes sont les cellules les plus remarquables du glomérule, puisqu’ils aident à créer une 

barrière de filtration très sélective en format le diaphragme glomérulaire. Ils présentent des 

structures très complexes composées principalement d’un cytosquelette de filaments d’actine, 

ce qui leur conférant une certaine mobilité.19 Les podocytes  ont des structures qui ressemblent 

à des pieds, ils s’attachant entre elles pour former le diaphragme glomérulaire qui empêche le 

passage des protéines de haut poids moléculaire comme l’albumine, et qui permet de garder la 

membrane basale stable 20. (Figure 1.4). La troisième et dernière couche cellulaire est tapissée 

par des cellules mésangiales, qui contribuent à maintenir l’intégrité glomérulaire 21. L’ensemble 

de ces trois couches font de la membrane basale glomérulaire une barrière physiologique efficace 

pour la filtration du sang empêchant notamment le passage des protéines dans l’urine22. 

 

 

Figure 1.4. Podocytes par microscopie électronique à balayage. Tiré de sciences photo libraire 

web site23. Le glomérule consiste en un réseau de capillaires très étroits et bien enroulés qui sont couverts par les 

podocytes. Ils sont un épithélium viscéral spécialisé qui constitue le principal composant de la barrière de filtration 

glomérulaire. 
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1.2.5 Interactions Podocyte-Cellule endothéliale 

Au moment de la formation des néphrons, les cellules mésenchymateuses vont se regrouper pour 

former des vésicules, où vont apparaître des angioblastes, qui sont des précurseurs endothéliaux. 

Suite à une série de divisions, ces cellules vont devenir des mésangioblastes, qui se différencieront 

finalement en cellules endothéliales 24.  Une autre partie de cette couche formera des cellules 

cylindriques qui se différencieront plus tard en podocytes, cellules formant un épithélium viscéral 

spécialisé qui reste en contact avec la membrane basale glomérulaire. L’interaction entre les 

cellules endothéliales et podocytes est cruciale pour le maintien de la membrane basale 

glomérulaire20. Cette membrane est composée de nombreuses protéines matricielles, telles que 

le collagène de type IV, l’héparine sulfate, et des protéoglycanes (HSPGs). L’ensemble de ces trois 

structures (l’endothélium fenêtré, la membrane basale glomérulaire et les podocytes) constituent 

la barrière de filtration glomérulaire qui contrôle le passage de déchets vers la capsule ou espace 

de Bowman et est responsable du retour à la circulation des substances fondamentales pour la 

survie de l’organisme (Figure 1.4).  L’interaction entre podocytes et cellules endothéliales a été 

étudiée dans plusieurs modèles tant in vitro qu’in vivo. Une co-culture de cellules endothéliales 

et de podocytes a démontré que l’interaction entre ces deux types cellulaires joue un rôle 

fondamental pour faciliter la différentiation podocytaire, ceci étant possible grâce à l’expression 

de marqueurs spécifiques à l’endothélium qui favorisent les interactions entre cellules 

endothéliales et podocytaires. Une fois différenciées, les podocytes ont une haute capacité pour 

capter plusieurs signaux provenant de leur microenvironnement, tel que le facteur de croissance 

endothélial vasculaire (VEGF) et les intégrines, ce qui permet  leur fonctionnement normal 25. 

1.2.6 Diaphragme glomérulaire et podocyte-endotheial cross-talk 

L’interaction ou cross-talk entre cellules endothéliales et podocytaires est possible grâce à une 

structure complexe nommée diaphragme glomérulaire. Il s’agit d’un système de jonctions 

cellulaires qui assure le bon fonctionnement de la membrane basale glomérulaire et demeure 

stable à l’aide de molécules d’adhésion comme la néphrine, la podocine et la P-cadhérine. Ce 

système permet l’adhésion des podocytes les uns aux autres grâce à des pédicelles composées 

principalement de filaments d’actine.19,26.  (Figure 1.5.). 
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Figure 1.5. Aperçu du cross-talk entre cellules endothéliales et podocytes. A) Connexions entre 

cellules endothéliales et podocytes. B) Structure du diaphragme glomérulaire30. Tiré de 

www.memorangapp.com (renal physiology chapter)30(A). La membrane basale glomérulaire fonctionne comme un 

système de filtre qui permet le passage de molécules de faible poids moléculaire (<60kD) provenant du capillaire 

glomérulaire vers la capsule de Bowman. Ce passage se fait en présence des forces hydrostatiques qui permettent 

l’interaction entre les cellules endothéliales, la membrane basale et les podocytes (B). Le système de filtration 

demeure stable grâce au support des podocytes qui ont des jonctions cellulaires étroites et des molécules d’adhésion 

(nephrine, podocine, foot 1 et 2, Neph 1 et 2) situées dans les pédicelles podocytaires et soutenues par de petits 

filaments d’actine. Ces filaments donnent aux podocytes leur mobilité et plasticité, faisant de ce système (podocyte-

EC) un de plus complexe et complet du glomérule. 

1.2.7 Tubule contourné proximal (TCP) 

La portion suivante du néphron est composée des tubules contournés proximaux. Ils sont 

caractérisés par leur proximité avec le glomérule et sont responsables de la réabsorption de 60-

80% du NaCl et du Potassium, 70% de l’eau, ainsi que de la réabsorption d’autres électrolytes tel 

que le phosphate et le calcium. Les tubules proximaux réabsorbent également des molécules 

essentielles par exemple le glucose. Leurs cellules sont très actives métaboliquement et jouent 

un rôle fondamental dans le transport transmembranaire. À proximité du TCP se trouve l’anse de 

Henle. Il s’agit d’un tube à structure en forme de U qui contient différents segments qui ont 

différentes fonctions 27,28,29. 
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1.2.8 L’anse d’Henle 

C’est au niveau de l’anse d’Henle que la concentration de l’urine prend place. Cette concentration 

doit être hyper osmotique en relation au plasma. Ceci implique un gradient d’osmolarité qui 

permet d’excréter les solutés avec une perte minimale d’eau.  Ce gradient osmotique est formé 

par l’accumulation de solutés, principalement le NaCl et l’urée, dans les cellules, l’interstiium, les 

tubules et vaisseaux de la médulla.  L’anse de Henle est divisée en trois parties : un segment mince 

descendant qui est connecté au tubule contourné proximal et permet la réabsorption de Na+, Cl-

, K+.  Ensuite il y a le  segment mince  ascendant ce qui est imperméable au sodium et réabsorbe 

l’eau par un mécanisme de transport passif 10,11. La dernière partie de l’anse de Henlé est nommer 

segment large ascendante contenant des pompes qui activement les ions sodium et chlorure et 

absorbent les ions potassium. (Figure 1.6.). 

 

Figure 1.6. Filtration-réabsorption et excrétion tubulaire. Tiré de l’encyclopédie writeopinions 

(tubular reabsorption chapter) 34 

1.3 Équilibre hydro électrolytique 

L’équilibre de l’homéostasie ionique est essentiel pour assurer la survie. Le volume sanguin total 

est maintenu grâce à l’équilibre hydro électrolytique entre les principaux électrolytes (Na+, K+, 

Ca2+, Cl-) et l’eau. La régulation hydro électrolytique a lieu dans les reins grâce à l’activation de 

canaux de Na+, K+ et Cl-  et de transporteurs, ce qui permet l’équilibre des fluides corporels, le 
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contrôle du pH et de la pression artérielle31. Les changements de concentration urinaire sont 

principalement contrôlés par l’hormone antidiurétique (ADH), un peptide en grande partie 

sécrété par l’hypothalamus. L’activation de l’hormone antidiurétique permet la réabsorption de 

l’eau dans le tubule collecteur et produit une urine plus concentrée en relation au plasma pour 

garder l’équilibre hydroélectrolytique36. Des modifications de l’osmolarité plasmatique ou du 

volume sanguin total peuvent stimuler l’activation la sécrétion de l’hormone ADH37.  

Dans ce cercle de gestion du volume sanguin total se trouve le système rénine-angiotensine-

aldostérone. Ce système joue un rôle crucial dans le maintien de la tension artérielle, le débit 

cardiaque et la fonction rénale, et constitue la réponse à court terme aux variations de la pression 

artérielle, médiée par les barorécepteurs présents dans les artères rénales en réagissant presque 

instantanément aux variations de la pression artérielle. 

1.4 Système Rénine- Angiotensine- Aldostérone (SRAA) 

Ce système, comme son nom l’indique, est composé de trois hormones qui interagissent entre 

elles pour maintenir un contrôle adéquat de la tension artérielle, l’équilibre hydro électrolytique 

et le débit de filtration glomérulaire. La rénine est une hormone produite par le rein, qui nécessite 

l’angiotensinogène pour exercer sa fonction.  L’angiotensinogène en revanche, est synthétisée 

par le foie, et lorsque liée à la rénine, est convertie en angiotensine de type I (une forme inactive). 

Cependant, grâce à l’enzyme de conversion de l’angiotensinogène qui est synthétisée par les 

cellules endothéliales du rein et des poumons, l’angiotensine de type I est convertie à sa forme 

active, l’angiotensine de type II. Après son activation, l’angiotensine II a une demi-vie de 1-2 

minute. Physiologiquement ce système SRAA régule la rétention de sodium, de l’eau et 

d’hydrogène, ce qui favorise à la fois l’augmentation de l’osmolarité plasmatique et 

l’augmentation du volume extra- cellulaire.  L’ensemble de ces phénomènes mènent à une 

vasoconstriction artériolaire qui  augmente la tension artérielle et la résistance vasculaire 

périphérique 38. Le mécanisme par lequel le système rénine-angiotensine-aldostérone est activé 

est principalement dû aux changements de pression détectés dans les artères rénales efférentes 

grâce aux barorécepteurs. Les changements de concentration en sodium ou en eau vont aussi 

déclencher son activation. (Figure 1.7.).  
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D’un autre côté, l’activation de l’angiotensine II en association à l’aldostérone peut également 

mener à l’activation de ce système en augmentant considérablement la réabsorption de Na+ et 

Cl- ce qui favorise l’excrétion de K+ et mène à la rétention d’eau, augmentant le volume sanguin 

total. L’angiotensine II agit également au niveau de l’hypothalamus en stimulant la soif et en 

augmentant ainsi la quantité d’eau absorbée chaque jour. Elle est également capable de stimuler 

l’activation de l’hormone antidiurétique37 

 

Figure 1.7. Système Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA). Tiré de l’encyclopédie Britannica 

(Physiology, renin angiotensin system chapter)39,40 

 



 

Chapitre 2 – Diabète, approche thérapeutique et complications 

à long terme 

2.1 Diabète Mellitus 

Le diabète est considéré comme un désordre du métabolisme du glucose associé à une 

hyperglycémie chronique, causé par un défaut dans la sécrétion d’insuline par les cellules bêta du 

pancréas ou par une diminution de la réponse des tissus à l’action de l’insuline41.  

Selon la 7e édition de l’atlas du diabète, on estime que la prévalence mondiale de cette maladie 

est rendue à 415 millions de personnes qui sont atteintes du diabète (dont 8,8% de la population 

mondiale)42. D’après le rapport des maladies non transmissibles de l’Union européenne, le 

diabète représente la quatrième cause de mortalité dans le monde43 et est associé à des 

complications micro- et macro-vasculaires à long terme44. 

2.2 Classification du diabète 

Selon la physiopathologie de la maladie, le diabète peut être classifié en : 

▪ Diabète de type 1, qui est caractérisé par un processus auto-immun menant à une 

destruction des cellules bêta du pancréas, ce qui entraîne une carence en insuline. 

▪ Diabète de type 2, qui est caractérisé principalement par une résistance à l’insuline ou par 

un défaut dans sa sécrétion ou les deux. 

 Les critères de diagnostic du diabète sont basés sur l’hyperglycémie soutenue associée ou non à 

des maladies micro-vasculaires telles que la rétinopathie, la néphropathie ou l’athérosclérose. 

2.3 Critères diagnostiques du diabète 

Dans un contexte clinique, le Clinical Practice Guidelines considère que le diagnostic du diabète 

est établi  selon les critères décrits dans le table 2.1 au suivant41 : 
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Test Description Critère diagnostique 

Glycémie sérique Glycémie à jeun ≥7.0 mmol/L 

Hémoglobine glyquée 

Utilisation d’un test 

standardisé et validé en 

l’absence de facteurs 

affectant la précision de 

l’A1C 

≥6.5% 

2 tests de glycémie sérique 

Peu importe à quelle 

heure de la journée, le 

critère est positif si le 

résultat des deux tests 

est supérieur à 

≥11.1 mmol/ 

≥11.1 mmol/L 

Courbe de tolérance aux 

carbohydrates 

Test de tolérance au 

glucose avec une 

charge de glucose de 

75g 

≥ 11.1 mmol/L 

Table 2.1. Critère diagnostique du diabète (Association canadienne du diabète)45 

2.4 Approche thérapeutique du diabète 

La prise en charge médicale selon l’association américaine du Diabète (ADA) est composée 

surtout par des recommandations et des protocoles cliniques qui visent à éviter la progression de 

la maladie et le développement de complications micro- et macro-vasculaires. Ces cibles 

thérapeutiques sont définies en fonction du type de diabète. 

2.4.1 Approche thérapeutique pour le diabète de type 1 

Les personnes atteintes de diabète de type 1 ont besoin d’insulinothérapie, la dose initiale 

d’insuline étant définie en fonction du poids et les doses allant de 0,4 à 1,0 unité / kg / jour 

d’insuline totale. La surveillance fréquente des taux de glucose sérique est également 
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fondamentale pour le contrôle métabolique et se fait au minimum chaque jour. Le traitement du 

diabète de type 1 implique également des changements du mode de vie, y compris une 

alimentation saine et une activité physique. (Figure 2.1) 

 

Figure 2.1. Approche thérapeutique du DM type 1. Tiré de la société américaine du diabète 

(Standard of medical care in diabetes)46 

2.4.2 Approche thérapeutique pour le diabète de type 2 

Le traitement général du diabète de type 2 nécessite également, comme pour le diabète de type 

I,  des changements du mode de vie, y compris une perte de poids, une alimentation saine et de 

l’activité physique. Quelques personnes atteintes de diabète de type 2 parviennent à contrôler 

leur glycémie uniquement avec des hypoglycémiants oraux, de l’alimentation et de l’activité 

physique. (Figure 2.2.). Cependant, un haut pourcentage de patients ayant un mauvais contrôle 

métabolique peuvent avoir besoin d’une insulinothérapie à long terme. Les hypoglycémiants 

oraux font baisser de façon adéquate la glycémie chez les diabétiques de type 2, mais ces agents 

ne sont pas efficaces pour le diabète de type 1. Il en existe plusieurs types: 

file://///fr/accueil/troubles-hormonaux-et-métaboliques/diabète-sucré-ds-et-troubles-du-métabolisme-de-la-glycémie/diabète-sucré-ds%23v773059_fr
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▪ Sécrétagogues de l’insuline : Qui stimule la production d’insuline par le pancréas (incluent 

les sulfonylurées tels que le glyburide). 

▪ Sensibilisants à l’insuline : Ne modifient pas la sécrétion d’insuline, mais augmentent la 

réponse de l’organisme à celle-ci (comme la metformine). 

▪ Inhibiteurs de l’alpha-glucosidase : Empêchent l’absorption du glucose par l’intestin 

(acarbose et miglitol). 

▪ Inhibiteurs du co-transporteur sodium-glucose de type 2 (SGLT2) augmentent la sécrétion 

du glucose dans l’urine (canagliflozine, dapagliflozine et l’empagliflozine). 

▪ Inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4) : La sitagliptine, saxagliptine, linagliptine 

et l’alogliptine stimulent le pancréas pour qu’il produise davantage d’insuline et retardent 

l’absorption du glucose par l’intestin. Ces médicaments agissent en augmentant 

le glucagon-like peptide 1 (GLP)47. 

Étant donné que les personnes atteintes de diabète de type I ou 2 présentent aussi des risques 

de complications macro-vasculaires à long terme telles que des crises cardiaques comme 

l’infarctus ou des accidents vasculaires cérébraux, il est important que les patients puissent être 

traités pour prévenir ces complications. Sauf indications contraires (par exemple, une allergie au 

médicament), les patients devront recevoir les traitements suivants48 : 

▪ Inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) ou antagonistes des 

récepteurs de l’angiotensine II (ARA) : pour les personnes atteintes de diabète de type 1 

ou 2 avec une hypertension artérielle ou qui sont en risque d’une néphropathie parce 

qu’ils ont un effet positif sur l’endothélium. 

▪ Aspirine : Pour les personnes atteintes de diabète et présentant des facteurs de risque 

liés aux maladies cardiovasculaires. 

▪ Statines : (Lovastatatine, par exemple) qui agit pour baisser le niveau de cholestérol chez 

les diabétiques et prévient l’apparition de l’artériosclérose, les maladies coronariennes et 

l’infarctus. 
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Figure 2.2. Approche thérapeutique du DM type 2. Tiré de la société américaine du 

diabetes_standar of medical care in diabetes 46,49 

2.4.3 Objectifs thérapeutiques du diabète 

Le contrôle glycémique optimal est fondamental dans le traitement du diabète.  Quel que soit le 

traitement sous-jacent, des taux d’hémoglobine glyquée (A1C)> 7,0% sont associés à un risque 

accru des complications micro- et macro-vasculaires dans le diabète 49. Dans cet ordre d’idées, 

les objectifs thérapeutiques pour le diabète sont basés sur :  (Table 2.2).  

▪ Un suivi continu de la glycémie : Le contrôle glycémique intensif est la clé du traitement 

du diabète et le pilier de la prévention des complications vasculaires. Le contrôle 

journalier est surtout recommandé pour les patients ayant une insulinothérapie 50. 
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▪ Contrôle strict de l’hémoglobine glyquée: Une hémoglobine glyquée inférieure à 6,5% est 

le gold standard et le pilier fondamental des objectifs thérapeutiques dans le traitement 

du diabète, puisque les taux d’hémoglobine glyquée de 6,5% ont a été associé à une 

diminution des risques d’apparition des complications micro-vascualires51,48,52. Ce test 

sérique permet à la fois de déterminer le bon contrôle métabolique tant pour les patients 

diabétiques de type I que de type II.  

▪ L’hémoglobine glyquée (HbA1c): est le test de choix pour indiquer les niveaux de glycémie 

des trois derniers mois. Les mesures de l’hémoglobine glyquée tous les 3 mois sont donc 

impératives, puisqu’elles permettent de déterminer si les objectifs glycémiques des 

patients ont été accomplis et maintenus tout au long de sa maladie52. 

▪ Contrôle adéquat de la tension artérielle: Les patients atteints de diabète doivent être 

traités pour atteindre une pression systolique de <130 mm Hg et une pression diastolique 

de <80 mm Hg. Une thérapie combinée utilisant deux agents (inhibiteur de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine et un diurétique) peut être envisagée comme traitement 

initial de l’hypertension dans le diabète 53. 

▪ Contrôle lipidique et des risques de maladies cardiovasculaires: Le diabète est un 

désordre métabolique avec un risque important d’artériosclérose et de maladie 

coronarienne48. L’utilisation de statines pour la prévention primaire et secondaire chez les 

patients diabétiques est donc recommandée. L’American Diabètes Association 

recommande que les personnes diabétiques ayant des antécédents de maladie 

cardiovasculaire, ainsi que les personnes de plus de 40 ans présentant des facteurs de 

risque de maladie cardiovasculaire, non atteintes d’un accident vasculaire cérébrale, 

soient traitées avec une statine indépendamment de leur concentration initiale de 

cholestérol LDL54. 

Table 2.2. Objectifs  thérapeutiques dans le diabète (société américaine du diabète ADA)55,56 

Critère Objectif thérapeutique 

HbA1c <6.5% 

Pression artérielle 130/80 mmHg 

Cholestérol LDL <100mg/dL 
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2.4.4 Rôle des objectifs thérapeutiques non accomplis dont les 

complications micro et macrovasculaires 

L’ADA et l’Association américaine des endocrinologues cliniciens / American college of 

endocrinology (AACE/ACE) ont défini des objectifs cibles pour réduire les comorbidités 

cardiovasculaires associées au diabète. Ces objectifs ont été décrits précédemment (Table 2.2). 

Dans ce contexte, la plus grande et longue étude sur des patients atteints de diabète de type 2 a 

été réalisée au Royaume-Uni (United Kingdom Prospective Diabetes Study-UKPDS).  

Cette étude a vu le recrutement de 5 102 patients pour déterminer si le traitement 

pharmacologique intensif de la glycémie entraînerait des avantages en diminuant le risque de 

complications vasculaires. Cette étude a permis d’établir que la rétinopathie, la néphropathie et 

éventuellement la neuropathie bénéficient d’une baisse de la glycémie chez les diabétiques de 

type 2 avec un traitement intensif. Le taux global de complications micro-vasculaires a été réduit 

de 25%.48,52.  Dans une autre étude réalisée chez de patients diabétiques de type I avec un 

contrôle strict de la glycémie par insulinothérapie, ils ont eu des résultats concordant avec ceux 

de l’UKPDS 50. 

Malgré les développements récents dans le traitement du diabète, un nombre alarmant de 

patients ne répondent pas aux objectifs glycémiques et à d’autres objectifs importants comme la 

pression artérielle, ou le cholestérol, selon une étude publiée dans l’American Journal of Manage 

Care.56,57. Ceci peut mener à des dommages endothéliaux plus importants qui favorisent 

l’apparition de complications micro- et macro-vasculaires en présence d’une hyperglycémie 

chronique mal contrôlé 56,57. 

2.5 Le dommage endothélial : principal médiateur des complications 

vasculaires liées au diabète 

Le mauvais contrôle métabolique et l’hyperglycémie soutenue dans le diabète sont associés à 

plusieurs complications vasculaires à long terme. Le moment exact où ces complications 

surviennent demeure inconnu. Cependant, la littérature a décrit un mécanisme clé qui déclenche 

leur apparition, celui-ci étant le dommage endothélial, qui est caractérisé par une biodisponibilité 
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réduite de l’oxyde nitrique, la réduction de la vaso-relaxation et une génération excessive de ROS 

(reactive oxygen species), ce qui entraîne une augmentation de la perméabilité vasculaire 58. 

De nombreux autres facteurs contribuent aussi à la dysfonction endothéliale. Parmi les plus 

importants, on retrouve un taux élevé de cholestérol LDL et de LDL oxydés, la modification du 

microenvironnement, l’augmentation de la synthèse des protéines de la matrice extracellulaire, 

ainsi que l’épaississement de la membrane basale capillaire. Cet épaississement de la membrane 

basale capillaire est le signe pathognomonique d’une microangiopathie diabétique, tandis que 

d’autres changements l’accompagnent,  tels que la synthèse de produits de glycation avancée, 

l’augmentation du stress oxydatif, et une angiogenèse anomale menant à l’hypoxie tissulaire59. 

Il existe d’autres mécanismes moléculaires impliqués dans le développement des complications 

vasculaires diabétiques tels que la suractivation de la voie du polyol, au cours de laquelle le 

glucose est converti en sorbitol par l’enzyme aldose réductase (AR). À son tour, le sorbitol est 

ensuite converti en fructose par le sorbitol déshydrogénase (SDH). L’hyperactivation de la voie du 

polyol par l’activation de l’aldose réductase est décrite comme une des causes principales des 

dommages vasculaires par des altérations osmotiques diminuant l’activité des canaux Na+, K+ et 

de l’ATPase dans le diabète. 

Un autre mécanisme est l’activation de la voie de signalisation du dyacyglycerol/protéine kinase 

C, menant à une altération du flux sanguin, une angiogenèse anormale et de l’apoptose59. 

Le dernier mécanisme est l’activation de la voie de signalisation du dyacyglycerol/protéine kinase 

C qui conduit à une activation du dihydoxycarbonate/phosphate, menant à une altération du flux 

sanguin, une angiogenèse anormale et un excès de l’apoptose.59. Il existe une relation très étroite 

entre les complications micro et macro-vasculaires, étant donné que la microangiopathie 

diabétique favorise l’hypoxie tissulaire et cause des modifications dans le vasa-vasorum, ce qui 

finit par conduire à une athérosclérose. Il est donc impératif de comprendre le diabète dans un 

contexte d’hyperglycémie chronique, responsable de ces de complications micro- et macro-

vasculaires qu’on étudiera en détail par la suite. 
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2.6 Complications macro-vasculaires du diabète 

2.6.1 Artériosclérose et risque accru d’infarctus 

Le mécanisme pathologique central dans la complication diabétique n’est pas tout à fait clair. Il a 

été signalé que l’athérosclérose résulte d’une inflammation chronique qui se produit dans la paroi 

artérielle périphérique ou dans les artères coronariennes, ceci en réponse aux lésions 

endothéliales et à l’inflammation. Les lipides oxydés formés à partir de particules de LDL 

s’accumulant dans le mur endothélial des artères formant une plaque athérosclérotique riche en 

lipides60 alors que la rupture de cette plaque peut conduire à des évènements vasculaires aigus 

comme l’angine ou infarctus60. Bien que les mécanismes exacts par lesquels le diabète augmente 

le risque d’athérosclérose ne soient pas encore très clairs,  les complications macro-vasculaires 

et la maladie coronarienne constituent la première cause de mortalité chez les diabétiques 61,56. 

Le diabète est également un risque très puissant pour des accidents vasculaires cérébraux57. 

2.7 Complications macro-vasculaires du diabète 

2.7.1 Rétinopathie diabétique 

La rétinopathie diabétique (RD) est l’une des complications micro-vasculaires les plus courantes 

du diabète, dû à la fragilité et à la grosseur des vaisseaux rétiniens.  La RD est la première cause 

de cécité chez les personnes âgées.65. La perte visuelle due à la rétinopathie diabétique peut être 

secondaire à un œdème maculaire qui dans la plupart des cas est accompagné d’un 

épaississement de la rétine ou d’une hémorragie de nouveaux vaisseaux sanguins. 65Le 

développement de la rétinopathie diabétique chez les patients atteints de diabète de type 2 a été 

associé à la sévérité de l’hyperglycémie dans la plupart des cas, et est concomitante à une 

hypertension artérielle. La plus grande étude rétrospective concernant le diabète, réalisée au 

Royenne Unis (UKPDS), a démontré qu’une majorité des patients atteints de diabète de type 1 

développent des signes de rétinopathie dans les 20 ans suivants le diagnostic initial, tandis que 

pour les patients atteints de diabètes type 2, la rétinopathie peut se présenter autour de 7-10 ans 

après le  diagnostic du diabète.52 
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Plusieurs mécanismes cellulaires et pathologiques sont impliqués dans le début de la rétinopathie 

diabétique, alors que le plus étudié est la conversion de glucose en sorbitol (alcool) à travers 

l’activation de la voie de signalisation du polyol. L’hyperglycémie soutenue active la voie de 

signalisation du polyol menant à une synthèse de sorbitol utilisant le glucose comme source.  Le 

sorbitol s’accumule dans les cellules et endommage l’endothélium, suscitant la formation de 

micro-anéurysmes dans les vaisseaux sanguins.59. Une autre caractéristique de la rétinopathie 

diabétique est l’augmentation de l’épaississement de la membrane basale associée également à 

la perte de péricytes65. Le dommage vasculaire est produit aussi par d’autres mécanismes 

pathologiques, notamment l’augmentation du stress oxydatif, la production de radicaux libres, la 

synthèse de ROS et la formation de l’AGE (advance glycation ends products).  

Le dernier mécanisme associé à la rétinopathie diabétique est l’augmentation de la synthèse des 

facteurs de croissance, y compris le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), 

l’hormone de croissance et le facteur de croissance transformant β (TGF β), ont également été 

postulés pour jouer un rôle important dans le développement de la rétinopathie diabétique. La 

production de VEGF augmente dans la rétinopathie diabétique, probablement en réponse à une 

hypoxie, ce qui mène à une angiogenèse anormale étant donné que ces nouveaux vaisseaux 

sanguins demeurent immatures65,59,66,67. 

2.7.2 Rétinopathie diabétique 

La neuropathie diabétique est définie comme la présence de symptômes et/ou de signes de 

dysfonctionnement des nerfs périphériques chez les personnes atteintes de diabète après 

l’exclusion d’autres causes49. Le début de cette complication micro-vasculaire, dans un contexte 

d’hyperglycémie, dépend à la fois d’un mauvais contrôle glycémique, de facteurs externes, 

comme l’alimentation, et de facteurs génétiques qui prédisposent les patients à souffrir de cette 

complication. L’étiologie de la neuropathie diabétique n’est pas très claire. La littérature suggère 

plusieurs mécanismes responsables de son apparition, tels que l’accumulation de polyols, la 

synthèse d’AGE et l’augmentation du stress oxydatif.68. La neuropathie périphérique du diabète 

est l’une des plus graves complications à long terme du diabète, car un peu plus  80% des cas de 

peuvent finir par des amputations. 68  
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Ce dommage neuropathique se produit en présence d’une hyperglycémie soutenue qui peut se 

manifester sous différentes formes, notamment les neuropathies sensorielles, focales / 

multifocales et autonomes. 68 Il y a deux types de neuropathie diabétique, la polyneuropathie 

symétrique et la sensorimotrice chronique distale, cette dernière étant la forme la plus courante 

de neuropathie dans le diabète.  

Les signes cliniques fréquemment associés à ces types de neuropathies incluent des sensations 

de brûlures, de picotements et des douleurs qui ressemblent à des « chocs électriques » surtout 

dans les articulations distales. 69 L’examen physique révèle une perte sensorielle du patient qui 

ne répond pas aux touchers légers, aux vibrations, ni au changement de température. Les 

anomalies dans plus d’un test de sensation périphérique sont aussi présentes lors de la détection 

de la neuropathie. Pour un clinicien, il est donc vital de faire un bon diagnostic d’une neuropathie 

diabétique, car les patients qui ont perdu leur sensation périphérique ont un risque plus accru de 

développer une ulcération du pied et finir par une amputation. Jusqu’à aujourd’hui, il n’existe pas 

de traitements spécifiques pour la neuropathie diabétique,69 bien que de nombreux médicaments 

soient disponibles pour traiter ces symptômes. L’objectif principal du traitement est donc de 

contrôler la douleur et les symptômes et d’empêcher l’aggravation en ciblant un bon contrôle 

glycémique à long terme 69,70. 



 

Chapitre 3 – Physiopathologie de la néphropathie diabétique et 

le rôle du dommage endothélial comme élément déclenchant 

de cette complication 

3.1 Néphropathie diabétique 

La néphropathie diabétique est l’une des complications microvasculaires du diabète qui  constitue 

la première cause de défaillance rénale chronique et de dialyse 71. Cliniquement, elle est 

caractérisée par une protéinurie de > 500 mg en 24 heures concomitantes un diabète. Cependant, 

elle est précédée par des degrés plus bas de protéinurie ou de microalbuminurie. La 

microalbuminurie est définie comme une excrétion d’albumine de 30 à 299 mg/24 heures65,71,69. 

Sans intervention, les patients diabétiques atteints de microalbuminurie évoluent généralement 

vers une protéinurie et une néphropathie diabétique manifeste. Cette progression se produit 

selon l’histoire naturelle de la maladie rénale chronique y compris l’hyperfiltration glomérulaire, 

une albuminurie progressive (qui passe de microalbuminurie à une macroalbuminurie) 

accompagnée par une diminution progressive du DFG. La ND débute avec une microalbuminurie 

qui doit être confirmée au moins deux fois à 3 à 6 mois d’intervalle, et par une augmentation de 

la pression artérielle, ce que se finalise par un déclin de DFG. 71,69Au moins 7% des patients atteints 

de diabète de type 2 étaient peut-être déjà atteints de microalbuminurie au moment de leur 

diagnostic. Dans l’UKPDS, puisque l’incidence de la microalbuminurie était de 2% par année chez 

les patients atteints de diabète de type 2. 52 

La prévalence croissante de la néphropathie diabétique est parallèle à la hausse spectaculaire de 

la prévalence du diabète. En 2015, on estimait que 415 millions de personnes étaient atteintes 

de diabète et on s’attend que d'ici à 2040, la prévalence pourra augmenter jusqu’au 642 millions 

de diabétique avec une croissance disproportionnée dans les pays à revenu faible ou 

intermédiaire, ce qui corrèle avec l’augmentation des complications rénales à cause de 

diabètes43,73. 
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3.2 Physiopathologie de la néphropathie diabétique 

La néphropathie diabétique est caractérisée par différents événements. Le premier  changement 

glomérulaire en presence d’une hyperglycémie chronique est l’épaississement de la membrane 

basale glomérulaire (GBM : Glomerular bassement membrane), ce qui conduit à des 

modifications pathologiques dans les cellules mésangiales et vasculaires menant à la formation 

de produit de produits de glycation avancée 41,74,75.  

La maladie rénale chronique est une complication multifactorielle, puisqu’elle provient d’une 

dérégulation métabolique y compris l’hyperglycémie. La résistance des tissus à l’insuline ainsi que 

l’augmentation des ROS et de la production de superoxyde par les mitochondries 

dysfonctionnelles a été également postulés comme mécanismes pathologiques déclencheurs du 

dommage endothélial chez les diabétiques 66,74.  

De plus, ce dommage endothélial produit ensuite l’épaississement de la membrane qui semble 

être un des phénomènes le plus remarquable dans le développement de microangiopathie 

diabétique. 58L’endothélium est une monocouche de cellules recouvrant la lumière vasculaire de 

chaque vaisseau sanguin glomérulaire, et a de multiples fonctions qui comprennent 

principalement la régulation de l'intégrité des vaisseaux, la croissance et le remodelage 

vasculaires. L’endothélium module une partie de la réponse immunitaire, l'adhésion cellulaire et 

l'angiogenèse 15,58. Il est également le principal régulateur de l’homéostasie vasculaire, car il 

maintient l’équilibre entre vasodilatation et vasoconstriction, inhibant et favorisant la migration 

et la prolifération des cellules musculaires lisses, le fibrinogène et la formation de matrice 

extracellulaire.  58La perturbation de l'endothélium glomérulaire fenêtré dûe à l’augmentation de 

la matrice extracellulaire est un facteur important dans la progression de la néphropathie 

diabétique.76Chez les patients diabétiques type I , la néphropathie diabétique est fortement 

corrélée à la rétinopathie, ce qui indique que les cellules endothéliales microvasculaires sont très 

susceptibles aux lésions métaboliques.59. La perte de cellules endothéliales induite par 

l’hyperglycémie  est compensée par un mécanisme d’angiogenèse anormale stimulant la 

formation de multiples petits vaisseaux sanguins fragiles, probablement médiée par le VEGF, les 

angiopoétines, les endothélines et l'oxyde nitrique59,faisant que la principale altération 

endothéliale est simplement fonctionnelle, dont une biodisponibilité réduite de l’oxyde nitrique, 
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suivi d’une  dérégulation hémodynamique de l’endothélium, augmentant le stress oxydatif et la 

perméabilité vasculaire (Figure 3.1) 58,77,78,88 

 

Figure 3.1Aperçue générale du dommage endothélial dans la néphropathie diabétique. Tire de 

caringfordiabetes.15,58 Lors que la néphropathie commence à se développer, des changements liés aux glomérules 

prennent place, notablement le dommage endothélial que déclenchent d’ autres altérations parallèles comme la 

perte de podocytes et l’augmentation de pression glomérulaire favorisant l’épaississement de la MBG. 

3.3 Rôle des podocytes dans la pathogenèse de la néphropathie 

diabétique 

Les altérations métaboliques et morphologiques des podocytes sont un mécanisme pathologique 

important pour le développement  de la maladie rénale chronique65.  

Le rôle des podocytes dans la pathogenèse de la ND (Néphropathie diabétique )  est devenu 

évident après une étude d'observation historique faite par  Dr Pagtalunan à Stanford80. Il a 

démontré que le nombre réduit de podocytes était fortement corrélé à l’albuminurie et à la perte 

de DFG chez les patients diabétiques. Plusieurs autres études cliniques ont aussi confirmé la 

corrélation entre la perte de podocytes et la protéinurie indiquant que la perte de podocytes est 

potentiellement un facteur clé contribuant à la progression de la DKD81,82. Les modifications du 

milieu glomérulaire peuvent entraîner un réarrangement du cytosquelette des podocytes  qui se 
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traduit en dommage podocytaire, tel qu’un élargissement des cellules ou un effacement des 

pedicelles, conduisant finalement à un micro ou macroalbuminurie dépendant de la durée de 

l’hyperglycémie25. Plusieurs autres mécanismes pouvant mener aux dommages podocytaires ont 

été également décrits. 

3.3.1 Altération du diaphragme glomérulaire : Mécanisme d’effacement du 

Néphrine 

La néphrine est une protéine transmembranaire qui joue un rôle de protéine structurelle et de 

signalisation dans les podocytes. Son domaine extracellulaire forme une structure semblable à 

une fermeture à glissière dans le diaphragme podocytaire, tandis que son domaine intracellulaire 

fonctionne comme système d’adhésion ce qui permet aux podocytes d’adhérer les uns aux autres 

et participe également à la survie des podocytes. Tandis que les dommages aux molécules 

d’adhésion telles la Néphrine prennent place, le diaphragme glomérulaire subit des dommages 

qu’on peut considérer comme réversibles. Cependant, lorsque les podocytes se détachent, cette 

perte représente un événement irréversible. Chez les diabétiques, comme il a été mentionné 

antérieurement, plusieurs études ont déjà démontré l’étroite relation entre le détachement 

podocytaire et le début de la micro et macro albuminurie lorsqu’il y a une hyperglycémie 

chronique 81,82,83 (Figure 3.2.)  

D’autres cellules glomérulaires (endothéliales, mésangiales et épithéliales) sont aussi hautement 

impliquées dans la pathogenèse des podocytes, car elles sont très fortement  interdépendantes 

entre elles et ont donc des impacts négatifs, dont des altérations podocytaires, causant 

l’effacement des pieds des podocytes ou encore le détachement podocytaire84.  

Des données récentes indiquent que la communication paracrine entre l'endothélium fenêtré et 

les podocytes joue un rôle essentiel dans le maintien de l'intégrité de la barrière de filtration (par 

exemple la production de VEGF par les podocytes et que cette communication peut être 

perturbée par l'hyperglycémie, ce qui cause des altérations menant à une augmentation de la 

perméabilité vasculaire et des fuites d’albumine 85 
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Figure 3.2. Physiopathologie de la néphropathie diabétique. Tire de the weakest link in diabetic kidney 

disease82. Le passage sélectif d’albumine a lieu grâce à une tri couche qui forme la membrane de filtration 

glomérulaire. Elle est composée par des cellules endothéliales, la membrane basale et les podocytes. (A) Dans des 

conditions normales, les podocytes peuvent effectuer la filtration glomérulaire ; les pédicelles et laissez passer de 

petites molécules d’albumine sans surpasser plus de 30g par jour. (B) Le début de la néphropathie diabétique causé 

par le dommage endothélial induit le passage de grosses molécules produisant ce qu’on appelle microalbuminurie 

ou néphropathie diabétique débutant, dans le cas du passage qui se situe entre 30-300g d’albumine par jour. (C)Le 

dernier phénomène est l’apoptose et le détachement des podocytes, ce qui finalise par une néphropathie manifeste 

accompagnée par une macroalbuminurie > 300g d’albumine par jour et un déclin de la fonction rénale progressif. 

3.4 La diaphonie pathologique entre CE et podocitaires : Est-il le lien 

manquant pour expliquer l’albuminurie dans la ND? 

Bien que l'importance des lésions endothéliales induites par l'hyperglycémie et de ses 

perturbations associées au diabète soit indiscutable la manière dont les lésions endothéliales 

peuvent entraîner une altération de la perméabilité sélective des macromolécules dans le diabète 

est moins claire. ,17,86,87,88. Un possible mécanisme par lequel le dysfonctionnement endothélial 

peut entraîner un passage accru d'albumine dans l’urine est l'effet direct de l'hyperglycémie sur 

la fonction de barrière de l'endothélium glomérulaire fenêtré17. Cependant, ce mécanisme ne 

tient pas compte de l'interaction structurelle et moléculaire des multiples couches de la barrière 

de filtration glomérulaire89. De nos jours et grâce aux progrès technologiques, on sait que la 

barrière de filtration glomérulaire n'est pas simplement une membrane ressemblant à une 

passoire empêchant le flux macromoléculaire, mais plutôt une structure dynamique et complexe 

dont les altérations de l'un de ses composants peuvent affecter profondément la fonction de 

A. Normal B. Début dommage C. Néphropathie diabétique 
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l’autre. À cet égard, une altération de la communication paracrine, ou diaphonie entre les deux 

types de cellules à travers la barrière de filtration constitue l'un des moyens par lequel la 

dysfonction endothéliale peut entraîner des lésions des podocytes et l'albuminurie dans le 

diabète87.  L’effacement de pied des podocytes est un autre phénomène qui corrèle avec la micro 

et la macroalbuminurie.81D’un autre côté, des données suggèrent que la perte de podocytes 

survient dans le diabète précoce et que l’ensemble de l’effacement podocytaire en présence du 

dommage endothélial est le facteur clé qui contribuerait au défaut de la barrière de filtration 

glomérulaire produisant l’albuminurie 90,91. En revanche, le dommage endothélial accompagné 

par l’altération podocytaire a été identifié comme l’élément déclenchant de la microangiopathie 

diabétique. (Figure 3.3.) 17,20,87 

 

Figure 3.3. Podocyte/ endothélial cross-talk dans la pathogenèse de la néphropathie 

diabétique.87. L’hyperglycémie chronique produit des altérations métaboliques conduisant à une 

microangiopathie, ce qui peut affecter à la fois le système cardiovasculaire, le cerveau et le rein, augmentant le risque 

de mortalité. La majeure affectation du rein a son origine dans la maladie glomérulaire y compris le déclin de la 

filtration glomérulaire. Les altérations métaboliques et morphologiques dans les cellules endothéliales et les 

podocytes entraînent une altération de la membrane basale glomérulaire. Ce mécanisme de diaphonie entre les 

cellules endothéliales et les podocytes explique la perte d’albumine dans l’urine. Ceci est principalement dû à 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire produite par la podocytopenie et la dysfonction du diaphragme 

glomérulaire accompagnée de dommages endothéliaux. 
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3.4.1 Classification pathologique de la néphropathie diabétique (selon 

l’ASN) 

La Société américaine de néphrologie a proposé une classification de la néphropathie en se basant 

sur sa pathologie et les changements histologiques :  

• Classe I : Épaississement de la membrane basale glomérulaire :  Si le spécimen de biopsie ne 

présente pas ou très peu de modifications non spécifiques à la microscopie et ne répond pas 

aux critères des classes II à IV. L’épaississement du GBM est un changement précoce 

caractéristique de la néphropathie diabétique qui se produit par l’accumulation excessive de 

matrice extracellulaire, avec un dépôt accru de ces composants tels que le collagène IV ou VI. 

• Classe II : Expansion mésangiale, légère (IIa) ou sévère (IIb) : La classe II comprend les patients 

classés avec une expansion mésangiale légère ou sévère et présentant une augmentation du 

matériel extracellulaire dans le mésangium. Elle est définie comme une augmentation du 

matériel extracellulaire dans le mésangium glomérulaire.  

• Classe III : Sclérose nodulaire (lésions de Kimmelstiel – Wilson) :  Les lésions de Kimmelstiel–

Wilson apparaissent dans les diabètes de types 1 et 2 sous forme de lésions mésangiales 

focales, lobulaires, arrondies, avec un noyau acellulaire, arrondi à la périphérie par des noyaux 

mésangiaux clairs et en forme de croissant. Les lésions de Kimmelstiel-Wilson sont souvent 

associées à une expansion mésangiale. L’apparition de lésions de Kimmelstiel-Wilson est 

largement considérée comme une transition d'un stade précoce ou modérément avancé à un 

stade progressivement plus avancé de la maladie rénale glomérulaire.  

• Classe IV : Glomérulosclérose diabétique avancée : La classe IV est la présentation avancée de 

la néphropathie diabétique et est désignée par la présence de plus de 50% de 

glomérulosclérose globales dans les biopsies rénales, sans qu’il existe des preuves cliniques ou 

pathologiques que la sclérose puisse être a attribuable à une autre maladie que la ND. Elle est 

caractérisée par une accumulation excessive de protéines de la matrice extracellulaire telles 

que les collagènes de types I, III et IV et la fibronectine dans l’espace mésangial. 
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3.4.2 Modèles de souris dans la néphropathie diabétique 

Nombreux sont les modèles de souris utilisés pour répliquer les multiples lésions, changements 

et le déclin de la fonction rénale dans la néphropathie diabétique. Certains d’entre eux sont plus 

susceptibles que d'autres à développer la néphropathie. Nonobstant, aucun modèle actuel de 

diabète de type 1 ou de type 2 chez la souris ne présente de manière fiable toutes les 

caractéristiques de la néphropathie diabétique humaine énumérées dans le tableau 1.1 ou dans 

la classification pathologique du ND (Classes I au IV). Les modèles les plus utiles sont discutés ci-

après.92 

• Modèles de diabètes induits de type 1 STZ à haute dose : Le diabète de type 1 induit par 

la STZ (Streptozotocine) a été largement utilisé comme modèle de ND. Ce médicament est 

composé d'une glucosamine-nitrosourée qui cause chez les animaux un diabète 

secondaire à une défaillance des cellules β du pancréas. La STZ est particulièrement 

toxique pour les cellules β pancréatiques, car son fragment glucose est transporté avec 

avidité dans les cellules β par GLUT2. Il est impératif de mentionner que le potentiel de 

toxicité rénale non spécifique de la STZ n'a pas encore été prouvé de manière rigoureuse 

dans la maladie rénale chronique93. Ce modèle est largement accepté et utilisé pour mieux 

comprendre maladie rénale chronique.  

• Déficit eNOS (C57BL6 et C57BLKS) : Les lésions endothéliales sont la caractéristique clé de 

la microangiopathie diabétique qui contribuent au développement de la maladie rénale 

chronique.  Les vasodilatateurs dérivés des cellules endothéliales, telles que l'oxyde 

nitrique (NO), sont d’importants modulateurs de la perméabilité vasculaire,94 alors qu’une 

diminution dans sa synthèse est associée au développement d'une néphropathie avancée 

chez les patients atteints de diabète de type 1 et de type II. Certaines études ont montré 

que la délétion d’eNOS - /-induit des modifications néphropathiques chez des modèles de 

souris de diabète de type 1 et de diabète de type 2, imitant de nombreux aspects de la 

maladie humaine. De plus, les souris eNOS déficientes sur un fond B6 résistant à la 

néphropathie et qui ont été injectées avec STZ à faible dose développent une albuminurie 

diabétique 10 fois plus importante comparée aux souris contrôles diabétiques, tandis que 
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les groupes qui ont reçu une haute dose de STZ présentent une albuminurie 40 fois plus 

importante par rapport aux souris contrôles diabétiques B6 95. 

• Déficit en récepteurs de la bradykinine B2 (fond C57BL/ 6 et C57BLKS) :Chez les souris, 

une augmentation de 50% de l'expression du gène ACE a des effets minimes sur la tension 

artérielle et l'angiotensine II. Cependant, ceci peut entraîner une diminution importante 

de la bradykinine, ce qui suggère que la bradykinine joue un rôle important dans les 

réponses rénales au diabète. Par conséquent, la contribution de la délétion ciblée du 

récepteur de la bradykinine 2 (B2R) fait que celui-ci est aussi considéré comme un bon 

modèle pour étudier la néphropathie diabétique. 

• Modèle de souris Akita : La souris Akita est un modèle de diabète de type 1. Une mutation 

spontanée du gène de l'insuline entraîne un repliement incorrect de la protéine 

produisant une toxicité dans les cellules ß pancréatiques, une réduction de la masse de 

cellules ß et une réduction de la sécrétion d'insuline. Les souris hétérozygotes Ins2Akita 

développent un diabète insulinodépendant, y compris une hyperglycémie, une hypo 

insulinémie, une polydipsie et une polyurie après 3 à 4 semaines.96.  

• Modèle des souris FVB-OVE26 (FVB Background) : La souris FVB-OVE26 est un modèle 

transgénique du diabète de type 1 précoce, généré directement sur le fond FVB/N dans le 

laboratoire d’Epstein. Ces souris développent un diabète dans les premières semaines de 

vie en raison de la toxicité des cellules β en réponse à la surexpression d'un gène de la 

calmoduline induite par le promoteur de l'insuline. 

Tous ces modèles ont en commun des caractéristiques physiopathologiques et histologiques de 

la ND. Cependant, l’ASN a proposé les critères ci-dessous pour leur validation.  

3.5 Critères de validation des modèles de néphropathie diabétique 

• Diminution supérieure à 50% du DFG au cours de la vie de l'animal. 

• Augmentation de l’albuminurie supérieure à 10 fois par rapport aux souris 

contrôles. 

• Changements pathologiques au niveau des reins, y compris expansion avancée de 

la matrice mésangiale +/-. 
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• Démonstration de l'épaississement de la membrane basale glomérulaire. 

• Démonstration de la perte de podocytes. 

• La démonstration de la perte de podocytes est fondamentale, compte tenu des 

nombreuses données selon lesquelles la perte des podocytes est un événement précoce 

et probablement essentiel dans le développement progressif de la DN humaine. 92 

3.6 Marqueurs de la fonction rénale 

3.6.1 Créatinine 

La créatinine sérique provient presque entièrement du muscle squelettique et représente le 

meilleur biomarqueur endogène de filtration glomérulaire, car elle n’est métabolisée et très peu 

transportée par le rein, mais plutôt filtrer par celui-ci. Elle est donc excrétée au même débit par 

minute que la filtration glomérulaire a lieu. Le niveau normal de créatinine est compris entre 70-

120µmol/L pour les hommes, tandis que les femmes ont généralement une créatinine plus faible 

(50-90 µmol/L), car elles ont généralement une masse musculaire moindre97. 

3.6.2 Albumine urinaire 

La mesure de l'albumine dans l'urine est un marqueur diagnostique de la fonction rénale. Ceci 

aide également à établir le pronostic de l'insuffisance rénale chronique, du diabète et des risques 

de maladies cardiovasculaires.98. Le taux d’excrétion d’albumine journalier est standard et doit se 

mesurer dans une collection d’urine sur 24h au sur un spot98. 

3.6.3 Ratio Albumine-Créatinine sérique  

Le ratio albumine (μg) /créatinine (mg) (Albumine/Créatinine =30 mg/g) est recommandé par la 

Fondation nationale du rein et par la Société américaine du diabète pour détecter la 

microalbuminurie. Lorsque la microalbuminurie est établie (Ratio Albumine/Créatinine>30 mg/g),  

ceci devient un facteur prédictif de maladie cardiovasculaire et du diabète, constituant un outil 

d’importante pour identifier les personnes à risque élevé d'événements cardiovasculaires et de 

progression à l'insuffisance rénale 99.  
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Ce ratio permet d’identifier les effets délétères à long terme de l'hyperglycémie sur la fonction 

rénale, aidant à faire une intervention précoce afin de prévenir les complications associées au 

diabète 100. 

3.6.4 Urée sanguine 

Des analyses de sang pour déterminer l'azote uréique du sang (BUN- blood urea nitrogen) sont 

l’un des moyens les plus simples de surveiller la fonction rénale. Cette substance (l’urée) est un 

déchet métabolique excrété par les reins. L'urée est un sous-produit de la dégradation des 

protéines. Un test peut être effectué pour mesurer la quantité d'azote uréique dans le sang. En 

cas d'insuffisance rénale, ce déchet n’est pas excrété, alors il s'accumule dans le corps, entraînant 

ainsi une augmentation des taux sanguins d'urée 97. 

3.6.5 Débit de Filtration glomérulaire (DFG/Glomerular Filtration Rate/ 

GFR) 

L’ensemble des vaisseaux sanguins au niveau du glomérule forment une sorte de sac appelé 

corpuscule glomérulaire (Figure 1.3)101.  

Le taux de filtration glomérulaire ou débit de filtration glomérulaire est constant et stable grâce 

à plusieurs mécanismes intrinsèques et extrinsèques. Les premiers exercent leur fonction par la 

constriction des vaisseaux sanguins, en maintenant la pression sanguine provenant de l'extérieur. 

L'homéostasie du filtrat est maintenue grâce à la pression hydrostatique existant dans la capsule 

de Bowman102 et à la pression des protéines qui ne peuvent pas traverser les petits capillaires, 

l'un des plus importants étant l'albumine 103,104.  

La créatinine est un marqueur endogène pour mesurer la fonction rénale. Cependant, la 

créatinine elle-même ne correspond pas au débit de filtration glomérulaire. Dès lors, il faut tenir 

en compte d’autres variables afin que le débit de filtration glomérulaire soit bien estimé, tel que 

le sexe, la taille ou l'âge. La combinaison de ces informations et le calcul du DFG représentent le 

gold standard pour le diagnostic de la fonction rénale104. L’Institut national du diabète, des 

maladies digestives et rénales recommandent la formule suivante : 
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GFR/DFG (mL/min/1.73m2) = 175 × (Scr)-1.154× (Age)-0.203 × (0.742 si femme) × (1.212 si de 

race noire) 

Où Scr est la créatinine sérique en mg/dL est de 0,7 pour les femmes et de 0,9 pour les hommes. 

D'autres formules sont aussi utilisées pour calculer la clairance et le DFG, sont cependant moins 

recommandées, car elles ne prennent pas en compte la surface totale du corps. Le DFG normal 

est de 120ml/min par 1.73 m2 alors que la maladie rénale chronique est considérée à partir d’une 

diminution de DFG en dessous de 60ml/min par .73 m2 104,105 Selon l’ ASN (Société américaine de 

néphrologie)  la néphropathie diabétique est classifié en function du déclin du débit de filtration 

glomérulaire et les changements progressifs par rapport au ratio albumine urinaire/Créatinine 

urinaire ce dernier a été proposé par le comité de néphropathie diabétique au Japon 107. 

 

Stade Description 
Ratio Albumine urinaire 
(Ug)/Créatinine urinaire 

(mg) 
DFG (mL/min/1.73m2) 

1 Pré- ND avec un DFG normal <30 ug/mg >90 

2 
Dommage rénal avec ou non légère 

diminution de DFG et 
microalbuminurie 

30-300 ug/mg 89-60 

3A 
Diminution légère de DFG avec 

macroalbuminurie/ Néphropathie 
débutante 

>300ug/mg 59-45 

3B Diminution modérée du DFG Protéinurie 45-30 

4 Diminution sévère de DFG Protéinurie persistante 30-15 

5 Insuffisance rénale chronique   <15 dialyses 

Table 3.1. .Classifications de la maladie rénale chronique (selon le niveau d’albumine urinaire et 

du  DFG : Committee on Diabetic Nephropathy) 106 

 

3.6.6 Calcul de la clairance de la créatinine pour mesurer le DFG dans la 

néphropathie diabétique 

Une autre façon de mesurer le DFG est en calculant la clairance de créatinine.  Étant donné que 

la créatinine est une protéine dérivée du métabolisme du système muscle squelettique qui est 
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mis en circulation à un taux relativement constant, elle constitue le marqueur endogène le plus 

couramment utilisé pour évaluer la fonction glomérulaire108,109. Ainsi, le calcul de DFG se fait en 

utilisant la formule suivante: 

C = (CrU x V) / P 

C = clairance, U = concentration urinaire, V = débit urinaire (volume / temps, c.-à-d. ml / min dans 

24 heures) et P = concentration plasmatique de créatinine. La clairance de la créatinine est utilisée 

pour fournir un indicateur de DFG. Cela implique la collecte d'urine sur une période de 24 heures. 

Il faut cependant se rappeler que la clairance de la créatinine a tendance à dépasser le véritable 

DFG de 10 à 20%, en fonction de la proportion de créatinine urinaire dérivée de la sécrétion 

tubulaire. Néanmoins, cette erreur est compensée par la standardisation nationale des dosages 

de la créatinine sérique sur des niveaux de référence de la créatinine ce qui a largement aboli 

cette erreur 109.  

3.7 Approche thérapeutique dans la néphropathie diabétique 

3.7.1 Contrôle intensif de la glycémie 

Les essais cliniques ont systématiquement démontré que les taux d'A1c <7% sont associés à la 

diminution du risque de manifestations cliniques et structurelles de la néphropathie diabétique 

chez les patients diabétiques de type 1 et comme de type 2.107. Dans le plus grand essai clinique 

du diabète (UKDPS) , un traitement intensif du diabète a réduit l'incidence de la microalbuminurie 

de 30% spécialement si ceci est associé à des chiffres artériels plus bas  52,55,71,71, 

3.7.2 Contrôles intensifs de la pression artérielle. 

L'hypertension affecte environ 30-40% des patients diabétiques et constitue le facteur 

déterminant du taux de progression de la néphropathie.62. Plusieurs études ont mis en évidence 

une corrélation entre l'hypertension et le déclin de la fonction rénale chez les patients diabétiques 

de type 1 et 2 110. Chez les patients atteints de diabète de type 1, l'apparition de la 

microalbuminurie et sa progression vers une néphropathie manifeste sont associées à une 

pression artérielle plus élevée et la relation entre l'hypertension et la progression rénale est 

clairement établie étant donné que  les patients diabétiques sont moins capables de vaso-relaxer 
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l'artériole afférente, ce qui permet à l'hypertension d'augmenter les pressions capillaires 

glomérulaires, en association avec une protéinurie plus importante111 donc le traitement de 

l'hypertension  réduit considérablement le risque d'événements cardiovasculaires et 

macrovasculaires chez les patients diabétiques. Dans l’UKPDS, une réduction de la pression 

artérielle systolique de 154 à 144 mmHg a permis de réduire de 29% le risque de développement 

d’une microalbuminurie. Ceci fait que l’objectif thérapeutique pour une patiente avec un ND soit 

un TA <130/80mmHg55. 

3.7.3 Cible thérapeutique pour le contrôle de la Pression artérielle : blocage 

de système rénine- angiotensine- aldostérone 

Les cibles de tension artérielle pour les patients diabétiques sont inférieures (130/80 mmHg). 

Pour accomplir cet objectif, il est nécessaire de bloquer le système rénine-angiotensine en 

utilisant les ACEI (inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine) ou les ARB 

(Angiotensin II receptor blockers/ bloqueurs des récepteurs de l'angiotensine II) pour le 

traitement de la néphropathie diabétique. Ces deux groupes de médicaments sont clairement 

réno-protecteurs puisqu’ils contrôlent la pression artérielle glomérulaire empêchant l’apparition 

de la néphropathie hypertensive ce qui diminue la perméabilité vasculaire les risques de 

microalbuminurie 112. 

3.7.4 Abaissements des lipides 

Une méta-analyse fait par Dr. Chen en 2016 a démontré l'association entre HDL et néphropathie 

diabétique dans le diabète de type 1 suggérant qu'un taux élevé de HDL est un facteur de 

protection dans la progression de la néphropathie diabétique chez les diabétiques de type 1 113. 

3.7.5 Modifications du mode de vie 

L'abandon du tabac, le contrôle du poids et une activité physique accrue ont un impact très positif 

chez les patientes souffrant d’une maladie rénale chronique. Pour cette raison, l’exercice et une 

diète santé sont recommandés chez ces patients. 114 
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3.8 Cibler le dommage endothélial dans la ND: est-ce qu’on déjà rendu 

là? 

À l'heure actuelle, les seuls agents thérapeutiques qui peuvent retarder, mais ne stoppent pas la 

progression de la néphropathie diabétique sont des médicaments ciblant le bon contrôle 

glycémique et le blocage du système rénine-angiotensine.  Leurs effets hémodynamiques intra 

glomérulaires pourraient diminuer le risque de déclin de la fonction rénale. Cependant, ces cibles 

ne sont pas dirigées vers le problème de base donc la ND : le dommage endothélial et la perte 

podocytaire qui déclenchent l’albuminurie à long terme.  

Une possibilité intéressante, actuellement décrite est les médicaments anti-angiogéniques 

notamment les angiopoétines et l’anti-VEGF. Ce dernier a été déjà utilisé avec succès dans des 

essais cliniques pour bloquer la néo vascularisation oculaire dans la rétinopathie 

diabétique 115.Malgré que de nombreuses études ont déjà confirmé l’apparition d'une 

angiogenèse anormale dans la néphropathie diabétique (largement décrit dans la section 2.4). Ce 

n’est que récemment que l’on vient d’essayer de comprendre l'importance physiopathologique 

de cet événement. Ainsi, l’étude des nouvelles thérapies ciblant d'autres voies comme le 

dommage endothélial, pourraient constituer une nouvelle option intéressante pour bloquer la 

progression de la néphropathie diabétique à l'avenir.  

Certaines études ont déjà utilisé le blocage de l'activité du VEGF-A en tant que traitement visant 

à prévenir l'angiogenèse anormale dans la ND 116. Une étude faite par  le groupe de Vriese par 

exemple a examiné l'effet d'un traitement avec un anticorps monoclonal anti-VEGF-A dans la 

phase précoce du diabète induit par la streptozotocine.117. L'administration de l’anticorps a 

diminué l'hyperfiltration, l'albuminurie et l'hypertrophie glomérulaire chez des rats diabétiques 

améliorant le cours de la maladie.  Ci-dessous sont les inhibiteurs de VEGF  

Une autre étude faite par le groupe Eremina a rapporté six cas cliniques de patients traités avec 

le bevacizumab, un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF. 119 Dans ce rapport, ils 

ont confirmé qu’une microangiopathie thrombotique rénale s'est développée chez les patients 

ayant reçu l’inhibiteur de VEGF approuvés par l’US food and drug administration (Table 3.2.) 

Pour démontrer que la réduction locale du VEGF dans le rein est l’élément déclencheur de la 

microangiopathie thrombotique chez ces patients, ils ont utilisé un modèle de souris 
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conditionnelles pour supprimer le VEGF des podocytes rénaux chez la souris adulte. Comme dans 

le cas des patients, ceci a entraîné une lésion thrombotique glomérulaire profonde. 119 

Plusieurs autres molécules sont utilisées pour inhiber l’angiogenèse dans la néphropathie 

diabétique. C’est le cas de l'angiostatine,  un puissant inhibiteur de la prolifération des cellules 

endothéliales qui induit l'apoptose  et empêche la migration des cellules endothéliales 120. 

Cependant, aucune de ces études n'a examiné l’effet anti-angiogéniques dans un processus 

d'angiogenèse anormale. En conséquence, des expériences supplémentaires sont nécessaires 

pour déterminer les effets bénéfiques ou nocifs de ces types de traitement avant qu’ils ne 

puissent être utilisés en milieu clinique 121. 

Table 3.2.  Inhibiteurs du VEGF approuvés  par  l’US food and Drug administration118 

3.9 Les Anti-VEGF semblent ne pas être la meilleure option 

thérapeutique pour cibler les dommages endothéliaux dans la ND 

Il a été démontré que le VEGF est largement impliqué dans la physiopathologie de la néphropathie 

diabétique et que l’hyperglycémie chronique augmente sa synthèse afin de compenser l’hypoxie 

glomérulaire. Donc l’utilisation de molécules bloquant ce facteur de croissance peut sembler 

appropriée. Cependant, on verra en détail pourquoi on n’est pas rendu à l’utilisation des anti-

VEFG comme option thérapeutique dans la ND. 122 

Function Médicament 

Inhibition of VEGF secretion Iressa* 
 

Tarceva* 

Sequestration of VEGF Bevacizumab* 
 

Ranibizumab* 
 

Pegaptanib* 

Blocking binding of VEGF to VEGFR DC101 

Inhibitior of receptor tyrosine kinase Sunitinib* 
 

Sorafenib* 
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Étant donné que les cellules endothéliales ont besoin de VEGF-A dans des conditions 

physiologiques, une inhibition importante peut provoquer des lésions endothéliales. À cet égard, 

l'utilisation d'inhibiteurs de VEGF-A chez les patients présentant une néphropathie diabétique 

peut ne pas être appropriée. Bien que le VEGF soit considérablement impliqué dans l’angiogenèse 

et qu’il soit capable de produire plusieurs facteurs biologiques, notamment l'oxyde nitrique 

endothélial (ON), le blocage de ce facteur de croissance peut être létal tant pour les podocytes 

que pour les cellules endothéliales glomérulaires 123. Ceci peut être dû au fait que la thérapie anti-

VEGF peut bloquer la synthèse d’ON endothélial. L’ON est une molécule nécessaire pour 

l’homéostasie vasculaire puisqu’il est particulièrement impliqué dans la stimulation de la 

relaxation des artères du glomérule. Une étude faite par Dr Baelde en Hollande a clairement 

démontré qu'une élévation du VEGF peut avoir des conséquences néfastes sur la néphropathie 

diabétique (ce qui se passe au début du ND) principalement par une activation excessive de la 

voie VEGFR2. 123  De plus, à ce stade de la néphropathie diabétique avancée est associé une perte 

des cellules endothéliales et à une réduction des podocytes. 124 

Ce concept  a été encore mis sur place grâce à une très bonne observation  réalisée par le groupe 

de Dr Hohenstein en Allemagne, dans lequel il a  prouvé que l'activité du VEGF n'augmente que 

dans les glomérules légèrement blessés, mais diminue de manière significative dans les 

glomérules plus sévèrement endommagés dans la néphropathie diabétique stade III ou IV 124.  

Subséquemment, la diminution du VEGF peut indiquer un déficit relatif et local de la réparation 

capillaire dans les lésions diabétiques plus graves.125Cela peut être dû au fait qu'un rein normal 

nécessite un certain niveau de VEGF pour maintenir l'intégrité de la fonction rénale, de telle sorte 

qu'un niveau physiologique et  constant de VEGF est nécessaire pour maintenir ce système 

vasculaire rénale. De plus, le VEGF est essentiel pour la survie des podocytes, sans laisser de côté 

la signalisation paracrine entre les podocytes et les cellules endothéliales. Dans cet angle, la 

littérature décrit un dynamique système qui contrôle la signalisation du facteur de croissance 

endothélial vasculaire-A entre cellules endothéliales et podocytes composées par le (VEGF-A) 

/(VEGFR-2), dont l’activation de VEGF via le récepteur 2 du VEGF est indispensable pour un 

développement glomérulaire et l’homéostasie rénale. 113 ,114. De même, la suppression induite du 

VEGF-A peut entraîner une endothéliose semblable à une microangiopathie thrombotique 
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provocante également une podocytopathie 128. En fin, l’ensemble de ces données illustrent 

pourquoi les anti-VEGF ne semblent pas être une bonne option thérapeutique pour la ND même 

si quelques études ont déjà posé la question sur son utilisation en clinique (VEGF for diabetic 

nephropathy are we there yet ?) 121. C’est évident qu’il manque encore de données, des 

expériences et des essais cliniques pour avoir une conclusion certaine sur l’utilisation des anti-

VEGF pour cibler les dommages endothéliaux dans la ND. 

3.9.1 Le facteur de croissance transformant - β1 dans la ND  

Le facteur de croissance transformant β est un membre de la superfamille du TGF β. Il existe trois 

isoformes de TGF-β dont TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. Les récepteurs du TGF-β sont largement 

exprimés dans le rein, cependant est le facteur TGF-β1 qui a été largement décrit comme 

médiateur clé dans la pathogénie de la ND. 129,130 Il faut noter que TGF-β subit une activation 

extracellulaire en réponse à divers stimuli avant de se lier à ses récepteurs. Ce signal provient 

notamment des modifications du pH, des espèces réactives de l'oxygène ou des intégrines et de 

la thrombospondine (TSP), entre autres. 131  

Ainsi, des augmentations de l'expression rénale de TGF-β1 et de son récepteur ont été observées 

chez des patients diabétiques. De plus, il a été observé que cette augmentation des taux de TGF-

β urinaire est en corrélation avec la gravité de la fibrose interstitielle, suggérant un lien entre 

l'expression du TGF-β et l'insuffisance rénale diabétique progressive. 131 

3.9.2 Activation et dérégulation de la signalisation TGF-β1 / Smad dans le 

ND 

La découverte récente de la voie de signalisation TGF-β / Smad a permis de mieux comprendre le 

rôle du TGF-β1 dans la ND. Dans des conditions normaux, TGF-β1 initie sa signalisation 

intracellulaire via le récepteur TGF-β II (TβRII), qui active le récepteur du TGF-β I (TβRI) kinase, ce 

qui entraîne la phosphorylation des Smads régulés par les récepteurs Smad2. et Smad3.129Les 

Smad2 et Smad3 activés forment alors des complexes oligomères avec le Smad4 commun (Co-

Smad). Ces complexes oligomères se transfèrent dans le noyau, où ils régulent la transcription 

des gènes cibles, y compris l'induction de Smad7, un Smad inhibiteur (I-Smad) qui régule 

négativement l'activation de Smad2 / 3 en ciblant TβRI pour sa dégradation132. L’activation TGF-
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β via la voie smad1/5/8 semble avoir un effet anti-fibrotique. Cependant, la voie de signalisation 

Smad 1/3 Chez les patients atteints de DN semble être fortement activée, ce que contribue de 

manière significative à la fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielle. Ceci du à que Smad 2/3 

régulaient l’expression de plusieurs gènes pro-fibrotiques, notamment les collagènes de 

type  COL1A1, COL3A1, COL5A2, COL6A1, COL6A3, COL7A1 , Alors que la suractivation de Smad 

2/3 favorise l’accumulation de la matrice extracellulaire (MEC) caractéristique de la fibrose rénale 

131,132. 

Ainsi, Les BMP, via l'activation de SMAD-1/5/8, sont capables de supprimer l'expression du gène 

fibrotique merdier par le TGF-β133 alors  que l’hyperactivation de la signalisation SMAD-2/3 

induite par l’activine / TGF-β favorise la fibrose. Cependant, l’activité accrue de BMP / SMAD-

1/5/8 est probablement anti-fibrotique. 131,132. 

3.9.3 SMADs dans le diabète et l’obésité  

De études récentes ont démontré également l'implication de la signalisation du facteur de 

croissance transformant (TGF) -β / Smad3 dans la pathogénie de l'obésité et du diabète de type2 

.134 Plusieurs groupes de chercheurs ont récemment démontré que la signalisation du TGF-β 

/Smad3 régulait la transcription du gène de l'insuline dans les cellules β des îlots pancréatiques. 

134,135,136 De plus, les souris Smad3-knockout ( Smad3 - /-) présentaient une adiposité diminuée 

avec une tolérance au glucose améliorée et une sensibilité à l'insuline. De cette façon, lorsque la 

signalisation TGF-β / Smad3 était bloqué du a un traitement avec un anticorps neutralisant TGF-

β, elle protégeait les souris de l'obésité et du diabète de type 2. Ces résultats indiquent que 

Smad3, le médiateur intracellulaire canonique du TGF-β, sert de régulateur à multiples facettes 

de l'homéostasie métabolique, identifiant ainsi Smad3 comme une cible potentielle dans le 

traitement de l'obésité et de ses troubles associés.134,135,136 

3.9.4 Dommage de la membrane basale glomérulaire dans la ND  

La laminine, une glycoprotéine non collagène, est un composant majeur de la membrane basale 

glomérulaire rénale et du mésangium. Les constituants principaux de la membrane basale 

glomérulaire sont les chaines α5, les β2, β1 et γ1 de la laminine.  Il été démontré que ils étaient 

surexprimées dans les reins atteints de néphropathie diabétique. Au début, les constituants du 
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mésangium ont augmenté proportionnellement au degré d'expansion mésangiale et au degré de 

néphropathie diabétique alors qu’une réduction de l'intensité de la chaîne α2 a été observée avec 

une expansion mésangiale grave et dans les zones de glomérulosclérose nodulaire. La 

dégradation de ces protéines de la membrane basal glomérulaire permes de décrire son rôle dans 

la progression de la néphropathie diabétique.76,137. 



 

Chapitre 4 – Signalisation Alk1/BMP9 :  Superfamille, fonction 

et rôle dans l’endothélium 

4.1 L’endothélium : un organe multifonctionnel 

L'endothélium est une monocouche très dynamique et complexe, composé par des cellules 

endothéliales qui constituent le revêtement cellulaire interne des vaisseaux sanguins (artères, 

veines et capillaires) et du système lymphatique.  Il est donc en contact direct avec le sang / la 

lymphe et les cellules en circulation.138. 

Les cellules endothéliales jouent un rôle régulateur important dans la circulation en tant que 

barrière physique et source de diverses substances régulatrices. C’est le cas de l'oxyde nitrique et 

de la prostacycline. Ces deux molécules sont dérivées de l’endothélium et sont libérées en 

réponse à des stimuli physiques, à des hormones ou en réponse aux substances dérivées des 

plaquettes. 

Ils induisent une relaxation vasculaire et inhibent la fonction plaquettaire. Les cellules 

endothéliales sont également une source d'inhibiteurs de croissance et de promoteurs, tels que 

l'héparine et les sulfates d'héparine, le facteur de croissance dérivé des plaquettes et la 

thrombospondine. Plusieurs substances vasoactives sont aussi produites par l'endothélium, telles 

que l'endothélines et l'angiotensine II, qui sont importantes dans la régulation de la croissance 

vasculaire. Ainsi, la couche endothéliale peut réguler le tonus vasculaire et la croissance de 

vaisseaux sanguins.   

4.2 Le dysfonctionnement endothélial 

Le dysfonctionnement endothélial est caractérisé par un changement dans les actions de 

l'endothélium vers une réduction de la vasodilatation.  Il est accompagné d’un état pro-

inflammatoire caractérisé par la production de substances prothrombiques.  

Cette dysfonction endothéliale est associée à la plupart des formes de maladies cardiovasculaires, 

telles que l'hypertension, les maladies coronariennes, l'insuffisance cardiaque chronique, les 

maladies vasculaires périphériques, le diabète, l'insuffisance rénale chronique ou aiguë. 58,140 
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Si l'endothélium est endommagé, les niveaux de NO deviennent déséquilibrés, faisant que les 

cellules qui devraient rester dans le sang peuvent passer à travers les vaisseaux sanguins et 

pénétrer dans les tissus corporels adjacents. Lorsque l'action du NO est inhibée, la signalisation 

endothéliale peut être altérée, entraînant une maladie étendue et une vasoconstriction ce qui 

diminuent considérablement l’apport d’oxygène dans les tissus. 

4.2.1 Dysfonction endothéliale, début de l’angiogenèse anormale dans la 

néphropathie diabétique : 

Les patients diabétiques présentent inévitablement une altération de la vasodilatation 

dépendante de l'endothélium. Ceci est en partie dû à l'association fréquente de la maladie aves 

des autres facteurs de risque cardiovasculaires, notamment l'hypertension, l'obésité et la 

dyslipidémie et l’hyperglycémie chronique. Les mécanismes menant aux lésions endothéliales du 

diabète sont interdépendants à d’autres facteurs de risque cardiovasculaire, incluant la résistance 

à l’insuline, l’hyperglycémie, la diminution de l’oxyde nitrique, la production de ROS, 

l’hyperlipidémie et l’hypertension artérielle.  

Vu la carence de molécules ciblant le dommage endothélial comme approche thérapeutique dans 

la néphropathie diabétique et à l'égard des multiples effets collatéraux de l’utilisation des anti-

VEGF, nous avons voulu caractériser une nouvelle cible thérapeutique impliquée dans 

l’angiogenèse et le remodelage vasculaire, ceci-ci est la voie de signalisation Alk1/BMP9. 

4.3 La super famille des TGF- β 

La super famille de TGF- β est compose par un groupe cytokines. Les cytokines sont des molécules 

type glycoprotéines de faible poids moléculaire qui sont responsables du contrôle de la 

communication intracellulaire et de la direction de la réaction immunologique. Elles sont 

impliquées dans le développement et l'homéostasie de la plupart des tissus vasculaires en 

régulant diverses fonctions cellulaires, telles que sa prolifération et différenciation. 129 

La superfamille Le TGF-β est un groupe élargi de polypeptides régulateurs, comprenant une 

famille de facteurs de croissance transformateurs modèles et d'autres familles équivalentes. On 

distingue plusieurs groupes dont  les protéines morphogénétiques osseuses (BMP), les facteurs 

de croissance et de différenciation (GDF/ Growth/differentiation factors), les activines (ACT), les 
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inhibines (INH), les facteurs neurotrophiques dérivés de la glie (GDNF/ Glial cell line-derived 

neurotrophic factor), ainsi que certaines protéines non incluses dans les familles ci-dessus, telles 

que la substance inhibitrice de Müller (MIS) également connue sous le nom de hormone anti-

Müllérien (AMH), facteur de détermination gauche-droite ) et le facteur de différenciation de la 

croissance nodale.129  

4.3.1 Caractéristiques des récepteurs de la famille TGF- β  

La super famille de TGF- β est caractérisée par ses effets dans la plupart des tissus corporels de 

manière autocrinienne, paracrénique et endocrinienne. Ainsi, TGF- β est également impliquer 

dans la prolifération et la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (MSC), la 

production de substance extracellulaire dans les tissus des os et du cartilage. 141–143 

Cette famille de TGF- β comprend trois isoformes notamment TGF- β1, TGF- β 2 et TGF- β 3. 

Chacune de ces isoformes ont été trouvées chez l'homme et elles sont codée par des gènes ayant 

des emplacements différents dans différents chromosomes : Par exemple, le TGF- β 1 est situé 

dans le bras long du chromosome 19 (19q13.1) tandis que le TGF- β 2 se trouve sur le bras long 

du chromosome 1 (1q41) et finalement le TGF- β 3 qui est situé sur le bras long du chromosome 

14 (14q24). 141–143 

Ce trois isoformes (TGF- β 1, TGF- β 2 et TGF- β 3). Ils peuvent être activées à partir de l'ECM, et 

ensuite interagir avec un complexe récepteur formant une combinaison hétérotétramère 

contenant deux sous-unités de type I (T β RI, TGFBR1) ou de type II (T β RII, TGFBR2). Les deux 

sous-unités, T β RI et T β RII, sont des glycoprotéines transmembranaires pénétrant à travers 

toute l'épaisseur de la membrane cellulaire. 141–143 

4.3.2 Activin receptor like kinase 1 (ALK1)  

L'Activin receptor like kinase 1 aussi connue sous le nom Alk1 ou ACVRL1 appartient à la famille des 

sérines-thréonine kinase et agit comme un récepteur de type I pour la superfamille des ligands du 

TGF-β. Il est constitué par plus  de 503 acides aminés est un récepteur spécifique à l’endothélium 

selon la base de données  des gènes EBI (European Bioinformatics Institute) .  Il joue un rôle majeur 

dans le développement et la maturation des vaisseaux sanguins.  
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ALK1 est une protéine transmembranaire sérine/thréonine kinase qui est faite de trois domaines : 

un domaine extracellulaire, une région cytoplasmique et une région intracellulaire.   

La partie extracellulaire est composée d’un peptide type signal qui est clivé pour générer un Alk1 

mature. La partie intracellulaire contient la région GS juxta membranaire riche en glycine et en 

sérine qui régule l’activité kinase, et une région sérine-thréonine kinase qui est responsable 

principalement de la phosphorylation des facteurs de transcription Smad.  

L’activation de ALK1 dépend de son association à différents récepteurs de type II et III pour générer 

des complexes hétérotétramériques sérine/thréonine kinase avec une capacité de signalisation 

variée. 145 Des mutations de l’Alk1 ont été associées à une télangiectasie hémorragique de type 2, 

également appelée syndrome de Rendu-Osler-Weber. Cette maladie se caractérise par des 

dysplasies vasculaires avec l'apparition de télangiectasies au niveau des muqueuses ou formants 

des fistules artérioveineuses. La déficience d’Alk1 est aussi associée à l'hypertension pulmonaire 

familiale, et le syndrome de Loeys-Dietz. 116, 121. 

4.3.3 Rôle d’ALK1 dans l’angiogenèse 

Alk1 est inactivé chez les patients atteints de télangiectasie hémorragique héréditaire (Hereditary 

hemorrhagic telangiectasia -HHT). La manière dont la signalisation Alk1 régule l'angiogenèse 

reste incomplètement comprise.  

Le blocage de la signalisation Alk1 au cours du développement postnatal chez la souris conduit à 

une hyper vascularisation et à l'apparition de malformations artérioveineuses (MAV). Le rôle 

crucial d’Alk1 dans l’endothélium a été démontré par des délétions complètes de ce gène sur des 

souris homozygotes Alk1 Cre+. Alors que la délétion complète d’Alk1 est létal au stade 

embryonnaire. 148 Cette létalité est due principalement à des défauts dans l’angiogenèse et du 

développement cardiaque, qui causent des dilatations excessives des vaisseaux sanguins. Ce 

phénotype est concomitant avec des lésions vasculaires similaires à celles observées dans la HHT. 

Après la naissance, la délétion chez les souris homozygotes ALK1 qui ont été floxées (système 

Cre+) résulte aussi en un effet néfaste sur l’endothélium alors que leur taux de mortalité demeure 

très élevé. 148 
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De leur côté, les souris hétérozygotes Alk1 se développent normalement sans phénotypes 

notables.  Cependant, ce développent normal a lieu jusqu’à un certain point, puisque les 

observations pathologiques vasculaires faites chez l’humain notablement les MAV et le HHT sont 

aussi présents chez les patients ayant des mutations Alk1  . 

Ces délétions partielles d’Alk1 chez l’humain qui présentent des altérations fonctionnelles de 

l’endothélium sont également liées à une augmentation de la perméabilité vasculaire. Une étude 

sur les mécanismes potentiels sous-jacents à ce phénomène explique que la perte d’Alk1 entraîne 

une stimulation soutenue de la synthèse du VEGF conduisant à une perturbation de l’intégrité de 

la barrière endothéliale associée à une perte des cellules murales 150. 

4.3.4 Gènes régulés par ALK1 

L'activation de Alk1 peut aussi avoir lieu via TGF-β , ce  que favorise l'activation de la CE pendant 

l'angiogenèse, tandis que l'activation de ALK5 inhibe la croissance et est supposée jouer un rôle 

dans la maturation et la stabilité des vaisseaux, Subséquemment, nombreux études on monte 

que les souris knock-ou d’Alk1 meurent également au jour 10 à 11 et présentent une défaillance 

du réseau capillaire et des vaisseaux sanguins dilatés.148 

Alk1 a plusieurs cibles de transcription qui ont été identifiées. Des expériences de puces à ADN 

comparant la condition inhibée par Alk1ou activée par Alk1 à la ligne de base ont identifié 

plusieurs cibles pSMAD1 / 5/8 établies, y compris ID1, ID2, ID3 qui codent des répresseurs de 

transcription, et smad6 et smad7.151. Ces études ont également identifié l’endogline comme une 

cible d’Alk1.151 Dans les cellules en culture, les stimulations Notch et Alk1a démontre  des effets 

additifs ou synergiques sur l'expression de l'ARNm de cibles canoniques de type Notch (induites 

par RBPJ / NICD) telles que HEY1 et HEY2 et la stimulation de BMP9 induit une liaison de pSMAD1 

/ 5/8 promoteurs.152 De plus,  Smad4 semble être nécessaire pour l'induction des cibles Notch  via 

l’activation d’Alk1 /BMP9. 152  Subséquemment, des autres gènes supplémentaires régulés par 

Alk1 comprennent CXCR4 et DLL4, qui codent pour des marqueurs artériels et des facteurs pro-

migrateurs qui sont exprimés par les cellules de l'extrémité endothéliale tel que l'endothéline 1, 

qui code pour un peptide vasoconstricteur. 153 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5687069/#R157
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4.3.5 TGF- β et ces voies de signalisation intracellulaires canoniques et non 

canoniques 

La transduction de la signale intracellulaire de la famille de TGF-β est faite à travers des protéines 

cytoplasmiques. Ceci est possible en appartenant des facteurs de transcription de la famille Smad. 

Actuellement, on distingue trois classes de protéines Smad, notamment ce qui sont régulés par 

les récepteurs (R-Smad), y compris Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 et Smad8, le médiateur 

commun Smad (Co-Smad) dont Smad4, et les Smad inhibiteurs (I- Smad), y compris Smad6 et 

Smad7154. 

Dans la transmission du signal intracellulaire via une voie de signalisation canonique, le signal est 

propagé de l’hétérotétramère récepteur lié au ligand TGF- β au noyau via les protéines de la 

famille Smad. Cependant, chaque membre de la famille se lie et signale sélectivement via son 

propre répertoire de combinaisons de types I/II. 154 En conséquence, les domaines intracellulaires 

interagissent les uns avec les autres, permettant à la kinase de type II de phosphoryler le 

récepteur de type I sur des résidus spécifiques de sérine et de thréonine dans un domaine riche 

en glycine-sérine, appelé GS-box154. 

D’un autre cote, il faut noter que la cascade SMAD est la voie de signalisation la plus importante 

régulée par les membres du TGF-β et sépare tous les membres du TGF-β en deux classes 

distinctes :   Les récepteurs TGF-β, de type activines et nodaux dont Alk5, Alk4 et Alk7, eux 

induisent sa signalisation via la phosphorylation de (R-) SMAD2 et 3. El deuxième groupe est 

former par trois activines  dont  Alk1, Alk2, Alk3 et Alk6 qui sont aussi activées par les récepteurs 

BMP de type I. cependant ils envoie sont signal via phosphorisation de R-SMAD1, -5 et -8. 154Les 

R-SMAD activées forment alors des complexes hétéromères avec un médiateur commun (Co) -

SMAD4, et ces complexes peuvent se déplacer vers le noyau où, conjointement avec un autre 

facteur de transcription se liant à l'ADN, des co-répresseurs / co-activateurs et des modulateurs 

de la chromatine, ils régulent réponses transcriptionnelles des gènes154. 

De son cote, le complexe récepteur TGF- β/ activines peut également transmettre le signal via 

une voie non canonique (voie indépendante de Smad), c'est-à-dire par d'autres voies de 

transmission du signal intracellulaire. Les voies de transmission possibles du signal vers le noyau 

incluent les protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK), telles que les kinases 1/2 
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régulées par un signal extracellulaire (ERK1 / 2), la kinase N-terminale de c-Jun (JNK), p38 et le 

phosphatidylinositol. -4,5-bisphosphate 3-kinase (PI3K), voie AKT / PKB, ainsi que de des protéines 

tyrosine kinases (PTK2, Src et Abl) et enfin la voie NF- κ B et la voie Wnt / β- caténine155. 

4.3.6 Les co-récepteurs de TGF-β : Les activines et GDF activant SMAD2 /3 

Les endoglines et les bétaglycanes structurellement apparentés représentent des protéines 

transmembranaires avec de grands domaines extracellulaire capable transmettre le signal de  

TGF-β via l’activation de Smad 2/3. Les endoglines et les bétaglycanes partagent des segments 

très similaires et par conséquent, ils partagent probablement des fonctions biologiques 

similaires. Les domaines cytoplasmiques des deux co-récepteurs peuvent être phosphorylés par 

des sérine / thréonine kinases telles que les récepteurs TGF-β de types I et II. 

Il a également été observé que l'endogline possède des propriétés similaires à celles de T β RIII, 

puisqu’elle contient également un domaine RGD et présente une affinité pour TGF- β 1 et 

TGF- β 3 mais pas pour TGF- β 2.  Ainsi, les membres de la famille TGF-β peuvent aussi exercer 

leur fonction cellulaire via deux protéines transmembranaires structurellement apparentées des 

récepteurs de type I (également appelé activin récepteur like kinase) et les récepteurs de type II, 

dotés aussi de domaines intrinsèques sérine / thréonine kinase144. 

4.4 La sous-famille des BMPs 

Les Bone Morphogenic Proteins (BMP) ont premièrement été découvertes par leur capacité à 

réguler la formation des os et du cartilage156. 

Les membres de cette famille ont une multitude de rôles différents dans tout corps humain et 

des souris, compte tenu son importance lors du développement embryonnaire. De plus, cette 

famille des BMP est également connue pour son importance dans le développement vasculaire. 

Parmi ce groupe des protéines, on trouve le ligand physiologique d’Alk1 : la BMP9 (protéine 

morphogénétique osseuse 9) et la BMP10. C’est d’ailleurs dans les années 2000 que la BMP9 et 

BMP10 ont été découvertes comme ligands physiologiques d’Alk1156. 
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4.4.1 Gènes cibles pour les BMPs 

De nombreux gènes cibles de BMPs ont été identifiés dans diverses type cellules. Au cours de la 

différenciation ostéoblastique des cellules mésenchymateuses précoces, par exemple les cellules 

C2C12, la BMP-2 a induisent la synthèse des divers gènes qui peuvent être classés en gènes de 

réponse précoce immédiate et tardive (2h après stimulation par BMP ou 24h après stimulation 

avec BMP. Ces gènes sont impliqués dans la transduction du signal, y compris Id1-3 (inhibiteur de 

la différenciation ou inhibiteur de la liaison de l'ADN 1–3), OASIS, Prx2, TIEG et Snail.  Les BMP 

induisent autres gènes dans les cellules progénitrices mésenchymateuses, notamment Runx2 et 

Osterix qui jouent un rôle dans la différenciation en ostéoblastes.  Les BMP stimulent aussi la 

prolifération des cellules endothéliales, ceci dû à l'expression du récepteur 2 du facteur de 

croissance endothélial vasculaire et de Tie2. Parmi les divers gènes cibles des BMP, les gènes Id 

constituent l'une des cibles les plus importantes des BMP. Les quatre isoformes des protéines Id 

(Id1 à 4) présentent des activités biologiques similaires, mais non identiques et elle sont 

clairement implique dans l’organisation de la réseau vasculaire et le maintien de l’endothélium157. 

4.4.2 BMP9 

La BMP9 est une protéine circulante qui constitue le ligand physiologique d’Alk1. Il a été mis en 

évidence que la BMP9 et la BMP10 possèdent un rôle indéniable dans la physiologie des cellules 

endothéliales. La fonction de ces deux protéines est tellement critique qu’elles sont responsables 

de la fermeture physiologique du ductus artériel pendant l’embryogenèse du cœur. La BMP9 est 

une protéine circulante et elle est principalement produite par les cellules hépatiques. La BMP9 

et la BMP10 ont presque 65% d’homologie séquentielle au niveau protéique et ont une très haute 

affinité et spécificité pour Alk1160,161. 

De plus, la BMP9 semble jouer un rôle important dans la formation et le maintien des vaisseaux 

lymphatiques, puisque l’invalidation de la BMP9 chez la souris affecte sévèrement le drainage du 

système vasculaire lymphatique présentant des défauts importants dans la maturation de ce 

réseau lymphatique 160,161. Ainsi, le signalisation Alk1/BMP9 est fortement impliquer dans la 

prolifération et la migration de cellules endothéliales alors que cette voie de signalisation a 
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plusieurs gènes cibles comme la fibronectine, le collagène, l’Id 1 ou le PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor)161. 

4.4.3 Voie de signalisation Alk1/BMP9 dans les cellules endothéliales 

L’activation d’Alk1 via la voie de signalisation Alk1/BMP9 joue un rôle important dans la survie 

des cellules endothéliales, son organisation et prolifération. Celui-ci puisque cette voie de 

signalisation est fortement impliquée dans l’angiogenèse et le remodelage vasculaire. 

En conséquence, certains essais peuvent être contradictoires montrant que le fait de surexprimer 

la BMP9 in vitro semble favoriser l’inhibition de la migration, de la prolifération et de l’angiogenèse 

induite par le FGF chez les CE146,162,163(p1).  Cela est concordant avec des résultats du groupe du Dr 

Vant qui ont montré que la surexpression par des vecteurs adénoviraux d’une forme 

constitutivement active d’Alk1 montre une inhibition de la prolifération, de la migration et des 

déficiences d’adhésion par la réorganisation anormale du cytosquelette de plusieurs types de CE 

macrovasculaires endothéliales humaines (HMVEC) ou dans des cellules primaires endothéliales de 

veines ombilicales humaines (HUVEC) 131,154,155(p1). 

Par contre, d’autres études ont aussi établi que tout comme la BMP9, la BMP10 avait un effet sur 

l’inhibition de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales macrovasculaires et que 

la surexpression de ces protéines peut favoriser la phase de maturation de l’angiogenèse et/ou le 

maintien du phénotype de quiescence. 

4.4.4 Signalisation Alk1/ BMP9 canonique   

Alk1/bmp9 active sa signalisation par des effecteurs type Smad qui sont phosphorylés pour 

ensuite traduire le signal vers le noyau. C’est le BMPRII qui régule la transcription du signal. 

Ensuite, la signalisation intracellulaire prend place via la régulation des protéines Smads.  

On distingue trois types de Smads : les Smads régulateurs ou r-smad (Smad1, Smad2, Smad3, 

Smad5 et Smad8/9), les Smads coopérateurs ou co-smad (Smad4) et les Smads inhibiteurs 

(smad6, smad7). Ensemble, ces facteurs vont transmettre la signalisation pour réguler 

l’expression de leurs gènes cibles 164,165 (Figure 4.1). 
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4.4.5 BMP9 / BMP10/Endogline dans la signalisation d’Alk1  

Les récepteurs de type II et de type III interagissent avec BMP9 / BMP10 et Alk1 à la surface de la 

CE pour effectuer sa signalisation. En fait, plusieurs donnes suggèrent qu’Alk1 peut interagir avec 

les trois récepteurs BMP de type II et que le complément des récepteurs peut varier en fonction 

du lit vasculaire166. 

 D’un autre côte, bien que le récepteur de type III, (Endogline) ne soit pas requis pour l’activation 

de BMP9 / BMP10 d’Alk1, il améliore la signalisation via pSMAD1 / 5/8. De ce fait, l’endogline a 

été initialement décrite comme un co-récepteur pour de nombreux ligands de la famille TGFβ, y 

compris TGFβ1, TGFβ3, l'activine A, BMP2 et BMP7. Cependant, la liaison de l'endogline à ces 

ligands nécessite la co-expression d'un récepteur de type I ou de type II a été aussi décrite.166 

En détail, les structures et les études de liaison suggèrent un mécanisme d’assemblage complexe 

dans lequel, en l’absence d’endogline, le récepteur de type II déplace le facteur de croissance 

BMP9 ou BMP10 de son précurseur et à son tour le récepteur de type I. Ainsi, il faut mentionner 

qu’Alk1 se lie pour activer sa signalisation lorsque l’endogline est présente, ce qu’améliore la 

signalisation Alk1/BMP9 166 (Figure 4.1). 

4.4.6 Signalisation Alk1/BMP9 non canonique   

La littérature décrit aussi d’autres voies de signalisation non canoniques (non-SMAD) qui peuvent 

être activées par Alk1/BMP9. Les voies non-canoniques incluent les voies des MAPK, NF-kB, Wnt 

et Rho-GTPase et la modulation des microRNA. Ces voies sont complémentaires à la voie Smad, 

ce qui permet d’obtenir des réponses biologiques distinctes à celle de la voie canonique comme 

on avait déjà mentionné167. 

4.4.7 SMADS   

Dans le noyau, les Smads régulent la transcription des gènes cibles par liaison directe à l'ADN, 

interaction avec d'autres protéines de liaison à l'ADN et recrutement de coactivateurs 

transcriptionnels et / ou de corepresseurs .  La séquence GTCT / AGAC est spécifique au Smad3 

et Smad4, tandis que les R-Smads sont spécifiques au BMP sen se liant aux séquences riches en 
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GC (motif GCCGnCGC). Les R-Smads spécifiques aux BMP se lient également à d'autres séquences 

riches en GC, par exemple la séquence (T) GGCGCC dont Bambi, Vent2, Smad7 ou le promoteur 

du gène Id1 , ce qui sont importants pour une activation transcriptionnelle efficace. 

Les smads interagissent avec diverses protéines de liaison à l'ADN, ce qui est essentiel pour 

montrer les effets spécifiques des protéines de la famille TGF-β dans les différents types de 

cellules. De nombreuses protéines de liaison à l'ADN, notamment Runx, Schnurri, Menin, OAZ, 

MAN-1, MyoD, Vent2, Hoxc-8 et Msx1, interagissent avec les R-Smads puisqu’elles sont 

spécifiques du BMP161. 

 

Figure 4.1 Signalisation du récepteur Alk1. Tire du Emerging roles of BMP9 and BMP10 in hereditary 

hemorrhagic telangiectasia.168 

4.4.8 Perte de fonction de la signalisation Alk1 dans l’endothélium 

Certains sous-groupes de patients HHT ayant une mutation des gènes ALK1 et Eng peuvent aussi 

développer une hypertension artérielle pulmonaire (PAH) 169. Cette maladie progressive et fatale 

se manifeste par une élévation exagérée de la pression pulmonaire. Les altérations génétiques 

impliquant l’HHT peuvent aussi inclure des altérations des récepteurs de type II ou le BMPR2. Ces 

altérations génétiques rencontrées dans l’HHT se caractérisent par le dysfonctionnement de 
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l’endothélium suite à une série d’évènements incluant l’apoptose des CE capillaires, une hyper 

prolifération et une angiogenèse menant à un endothélium instable et désorganisé170. 

4.4.9 La délétion d’Alk1 favorise l'apoptose des cellules endothéliales 

Une étude récente, fait par le laboratoire du Dr. Nassim à la Université de London a identifié les 

effets favorables à la survie de la signalisation induite par BMPRII dans les cellules endothéliales.  

Ils ont étudié les mécanismes sous-jacents par lesquels BMPRII régule les effets anti-apoptotiques 

tout en caractérisant l’effet de la signalisation des BMP sur l’apoptose. En bref, des cellules 

HEK293T (cellules 293 de rein embryonnaire humain) ont été stimulées avec un ligand BMP4/9. 

.171  Ensuite ils ont évalué l’activité des de la caspase 3/7 ayant comme résultat une atténuation 

dans l’activité de la caspase. Ce que suggérait que les cellules endothéliales répondaient 

positivement à l'activation de la signalisation BMP via le récepteur Alk1, ceci en atténuant les 

niveaux des Caspase 3/7. Ces donnes ont permis de déterminé qu’ Alk1 a un rôle important dans 

la survie de cellules rénales171. 

4.4.10 Perte d’Alk1 augmente la synthèse de matrix extracellulaire  

Le facteur de croissance transformant bêta 1 (TGF-β1) joue un rôle majeur dans la fibrose tissulaire. 

Compte tenu qu’Alk1est un récepteur de type I du TGF-β1 qu’il est impliquer dans la biologie 

cellulaire et la signalisation du TGF-β. Il a été démontré qu’Alk1 a une action particulaire dans la 

biologie des fibroblastes. 

Des résultats de rechercher récentes ont montré qu'Alk1 régule l'expression de la protéine ECM 

dans un modèle murin de néphropathie obstructive. 172 Ce groupe a utilisé un modèle de souris 

ayant des fibroblastes embryonnaires (MEF) + / + et ALK1 +/−   qu’ils ont stimulé avec TGF-β1 et 

inhibiteurs. Ayant observé que les souris heterozygotes Alk1 montrent une expression accrue des 

protéines de la MEC (collagène I, fibronectine et CTGF / CCN2), une prolifération cellulaire et une 

migration en raison d'une altération de la signalisation du TGF-β / Smad. La rupture dû à une 

augmentation de la phosphorylation de Smad2 et Smad3. En conséquence, ils ont observé une 

augmentation de CTGF / CCN2, de la fibronectine et du collagène I. Par conséquent, nous suggérons 
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que ALK1 joue un rôle important dans la régulation de l’expression, de la prolifération et de la 

migration des protéines ECM172. 

4.5 Inhibition de la voie Alk1/BMP9 comme cible thérapeutique  

4.5.1 L'anticorps anti-hALK1 comme une cible thérapeutique  

Des agents ciblant Alk1 sont déjà utilisé en clinique. Les nombreux rôles déjà décrits sur l’Alk1 ont 

donné suite à des essais cliniques inhibant ce récepteur. Les inhibiteurs d’Alk1 sont utilisés afin 

de bloquer l’angiogenèse anormale qui caractérise les tumeurs solides dans le cancer. Les 

résultats de ces essais cliniques jusqu’au nos jours, sont très prometteurs. 

En relation avec les effets d’alk1 sur la voie de signalisation BMP9, il a été démontré que 

l’anticorps anti-Alk1 bloque la signalisation induite par la BMP9 dans les cellules endothéliales, 

bloquant l’angiogenèse anormale typique du cancer. (Figure 4.2) Cependant, ces effets anti-anti-

angiogéniques n’ont pas encore été évalués ni sur l’endothélium glomérulaire ni en présence 

d’une hyperglycémie chronique, ce qui est le but de notre projet172. 

4.5.2 L'inhibition de la signalisation ALK1 en utilisant le dalantercept  

Dalantercept est une protéine de fusion recombinante entièrement humaine produite par la 

liaison du domaine extracellulaire du récepteur Alk1 humain à la partie Fc de l'immunoglobuline 

humaine G1 (ALK1-Fc). 173 Elle fonctionne comme un piège sélectif pour BMP9 / BMP10 alors que 

le blocage de la signalisation ALK1 par ALK1-Fc entraîne un développement défectueux des 

réseaux vasculaires et lymphatiques in vivo.174 . Dans cette étude il a été montré que l'inhibition 

combinée des voies ALK1 et VEGFR a des effets profonds sur l'angiogenèse tumorale. 

Le mécanisme d'action du traitement d'association est probablement dû en partie à une 

dérégulation des voies de signalisation VEGF / VEGFR, BMP / ALK1 et Dll4 / Notch 

interconnectées, ce qui interfère avec le développement de la résistance acquise par le récepteur 

type tyrosine kinase du VEGF. 

Ainsi, l’antagonisme combiné des voies ALK1 et VEGFR semble être option thérapeutique pour les 

patients atteints d’un carcinome des cellules rénale avancé.175 
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4.5.3 L'anticorps anti-BMP9 comme une cible thérapeutique  

BMP9 ait été impliqué est dans la prolifération et la migration de cellules endothéliales et 

nombreux autres processus physiologiques qu’on décrit auparavant. Cependant, ses fonctions 

restent controversées et spécifiques au contexte. À ce jour, l’effet du ciblage pharmacologique 

sélectif de la BMP9 a été évaluer que sur la progression tumorale et l’angiogenèse in vivo. Il a été 

décrit que des niveaux significativement élevés de précurseur BMP9, suggérant que plus de 

BMP9 est produite chez les patients cancéreux. Ceci en raison du déplacement de pro-domaine 

après la liaison au récepteur BMP9. 

Il a été démontré qu’il y a des taux élevés de BMP9 chez les patients cancéreux, en particulier 

dans les cas de cancer du sein. 176Ceci a motivé l’intérêt du groupe de Dr. Kienast en Allemagne 

qui ont voulu évaluer le potentiel du traitement anticancéreux anti-BMP9.  Ils ont généré un 

anticorps monoclonal sélectif BMP9, l'anticorps anti-BMP9 BMP90093, qui cible toutes les 

différentes formes de BMP9 (protéine précurseur BMP9, BMP9 complexé au pro-domaine et la 

cytokine BMP9 mature). Compte tenu le rôle de cette protéine dans le maintien de l’endothélium 

ils s’attendaient d’avoir une réponse inhibitoire au niveau de croissance de la tumeur et 

l’organisation de l’endothélium176. 

Cependant, ces résultants étaient étonnants puisque la neutralisation sélective de BMP9 n’a eu 

aucun effet sur les cellules endothéliales in vivo. De plus, ils n’ont pas détecté aucune diminution 

significative de la densité microvasculaire (MVD) et des investigations ultérieures ont révélé que 

l'architecture vascularisée n'était pas affectée par le traitement avec l'AcM BMP9‐0093, sans 

effet sur la longueur et le diamètre des vaisseaux ni sur leur perfusion176. 

En revanche, la double neutralisation de BMP9 / BMP10 par ALK1-Fc ou ALK1-ciblage par un 

anticorps monoclonal a conduit à une inhibition de la croissance tumorale associée à une 

réduction du MVD dans plusieurs modèles de xénogreffes.  Ce qu’a donné des résultats encore 

plus controverse et a laissé la porte ouverte a des nouveaux essais afin de mieux comprendre le 

rôle de l’inhibition de BMP9 dans le cancer. Il faut souligner que qu’aucune de études récentes 

ont été réalisé sur un contexte d’hyperglycémie chronique ou même dans la néphropathie 

diabétique entant que tel176. 
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Ces données montrent que les composantes de la signalisation Alk1/BMP9 sont cruciales pour 

le maintien l’endothélium. Cependant, le rôle de cette voie de signalisation dans la 

néphropathie diabétique n’a pas été évalué auparavant. 

 

Figure 4.2 Anti-ALK1 sur des essais cliniques pour  le traitement des tumeurs solides dans le 

cancer (Tire de clinicaltrials.gov)177 

 



 

Chapitre 5 – Contexte du projet, hypothèse et objectif de 

recherche 

5.1 Problématique 

La néphropathie diabétique est l’une des complications microvasculaires les plus fréquentes chez 

les patients diabétiques.  Elle est la première cause de maladie rénale chronique ayant besoin de 

dialyse, et affecte la qualité de vie de millions de patients par année. 

Une revue de la littérature nous a permis de discuter du rôle du dysfonctionnement endothélial 

dans la pathogenèse des lésions glomérulaires impliquées dans maladie rénale diabétique et son 

pronostique. Les traitements actuels sont surtout concentrés sur le contrôle intensif de la glycémie 

et de la pression artérielle, laissant de côté la pertinence clinique du dommage endothélial et en 

même temps celle de l’interaction des CE et podocytes associés à la ND. Il a été suggéré que les 

traitements anti-hypertensifs pourraient offrir des effets sur l’endothélium glomérulaire. 

Cependant, des molécules ciblant directement le dommage endothélial ne sont pas disponibles. 

Certains facteurs anti-angiogéniques tels que les inhibiteurs du VEGF ont déjà été testés sur des 

modèles murins. Malgré cela et d’innombrables efforts, ces molécules sont encore très loin de 

pouvoir être considérées comme thérapie pour la ND. 

Bien qu’il semble que les injections d’anti-VEGF puissent prévenir les lésions rénales et les 

altérations glomérulaires dans des modèles de souris diabétique, des études ont aussi prouvé que 

ces injections d’inhibiteurs du VEGF pourraient être catastrophiques pour les cellules endothéliales 

et podocytaires. Ainsi, la recherche de nouvelles molécules ciblant le dommage endothélial dans 

la ND doit demeurer très active. Nous proposons l’étude de la voie Alk1/BMP9 comme nouvelle 

cible thérapeutique dans la néphropathie diabétique, ceci en raison de ses effets anti-

angiogéniques et dans le remodelage vasculaire. 
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5.2 Contexte du projet du projet   

Des données préliminaires de notre groupe ont montré que l’haploinsuffisance d’Alk1/bmp9 en 

présence d’une hyperglycémie chronique exacerbe l’hyperperméabilité de l’endothélium rétinien.  

Cette hyperperméabilité est associée à une réduction des niveaux de protéines des jonctions de 

type occludines et VE-cadhérines 178(p9).Nous avons montré dans une étude préliminaire 

(Chapitre 8-Article 2) que plusieurs facteurs protecteurs vasculaires étaient inhibés ou inactivés en 

présence d’une hyperglycémie chronique dont la voie de quiescence BMP9/Alk1/Smad1,5,8.  Les 

résultats de cette étude nous ont amenés à démontrer que l’activation d’Alk1/ BMP9 en 

hyperglycémie renforce la barrière inter endothéliale, par la stabilisation des niveaux de protéines 

VE-cadhérine et occludine, qui facilite ainsi les co-localisations jonctionnelles. 178 Nous avons donc 

pu conclure que Alk1 joue un rôle crucial dans l’intégrité vasculaire, et que sa perte de fonction 

dans le diabète peut mener à des complications vasculaires importantes. Dans le rein, il a été 

suggéré que Alk1  joue un rôle important dans la régulation du dépôt de matrice extracellulaire et 

que la perte d’Alk1 était associée à une fibrose rénale accrue dans un modèle murin de 

néphropathie obstructive179. 

 

Figure 5.1.  La perte partielle d’alk1 augmente la perméabilité vasculaire (Tire de 

l’ahajournals/ATVBAHA) 178,180 . La perte de la signalisation Alk1 dans le diabète exacerbe la signalisation VEGFR2/Src 

et l’hyperperméabilité rétinienne. Mécaniquement, la déficience d’Alk1 exacerbe la signalisation VEGF/VEGFR2/Src, 
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menant à la dégradation des jonctions d’ancrage VE-cadhérines, ce qui peut expliquer en partie l’hyperperméabilité 

de l’endothélium hyperglycémique. 

5.3 Hypothèse de recherche 

La signalisation Alk1 joue un rôle essentiel dans le contrôle de la perméabilité vasculaire. Nous 

avons trouvé que des altérations moléculaires des protéines jonctionnelles et la perte d’intégrité 

de la barrière endothéliale menant à l’hyperperméabilité hyperglycémique étaient associées à 

une perte de fonction de la voie BMP9/Alk1. Basés sur nos données préliminaires, nous pouvons 

émettre l’hypothèse que la diminution des niveaux d’Alk1 dans l’endothélium glomérulaire 

hyperglycémique fragiliserait l’intégrité vasculaire, causant indirectement la perte de podocytes.  

Nous émettons l’hypothèse que la voie de signalisation alk1/bmp9 pourra potentiellement jouer 

un rôle dans le maintien et la stabilité de l’endothélium glomérulaire. 

5.4 Objectifs de recherche 

1. Démontrer l’expression rénale d’alk1 chez la souris et chez les patients ayant un diagnostic 

de ND. 

2. Caractériser le rôle d’alk1 dans la fonction rénale à court et à long terme en utilisant des 

modèles des souris ayant des délétions spécifiques d’ALK1 dans l’endothélium. 

3. Comprendre l’implication de la perte de fonction d’ALK1 dans la fonction rénale en 

utilisant un modèle de néphropathie diabétique afin de déterminer son rôle dans la 

progression de la maladie rénale chronique. 



 

Chapitre 6 – Premier article scientifique (premier auteur) 

Alk1 haploinsufficiency causes glomerular dysfunction and microalbuminuria in diabetic mice 
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6.1 Abstract 

Endothelial dysfunction has been shown to play an important role in the pathogenesis of 

glomerular damage during diabetic kidney disease (DKD). As such, a better understanding of the 

molecular mechanisms involved in glomerular endothelial dysfunctions could provide novel 

therapeutic strategies for the prevention of DKD. We have previously shown that Alk1/BMP9 

signaling plays an important function to maintain vascular integrity in diabetic animals. As such, 

we evaluated the effects of Alk1 suppression on glomerular endothelial function in diabetic mice.  

In the present study, we used mice with conditional heterozygote deletion of Alk1 in the 

endothelium (Alk1ΔEC) to evaluate the role of Alk1 on kidney function during STZ-induced 

diabetes. DKD was investigated in diabetic control and Alk1ΔEC mice euthanized eight weeks after 

the onset of diabetes. We showed that Alk1 expression is reduced in the glomeruli of human DKD 

patients, and, to a lesser extent in diabetic mice. While renal function was not altered in Alk1ΔEC 

non-diabetic mice, we showed that Alk1 haploinsufficiency in the glomerular endothelium leads 

to microalbuminuria, glomerular apoptosis and podocyte loss in diabetic mice. These data suggest 

that Alk1 is important for the proper function of glomerular endothelial cells and that decreased 

Alk1 combined with chronic hyperglycemia can impair renal function. 
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6.2 Introduction 

Diabetes is the leading cause of end-stage kidney failure in the developed world 181. Diabetic 

kidney disease (DKD) is characterized by dysfunction and damage to the renal microvasculature 

182. In particular, the glomerulus is the primary site of diabetic injury in the kidney. Glomerular 

hypertrophy and loss of podocytes, which are involved in glomerular filtration and maintenance 

of healthy kidney function, have been shown to be hallmarks of progressive DKD, and the degree 

of podocyte depletion correlates with the stage of the disease 183,184. In the earlier stages of the 

disease, glomerular hyperfiltration and hypertrophy, basal glomerular membrane thickening and 

microalbuminuria are usually observed and are followed by mesangial matrix expansion and 

proteinuria 185. Subsequently, nodular glomerulosclerosis and worsening proteinuria develop at 

an advanced stage, leading to end-stage kidney disease 186. Glomerular endothelial dysfunction, 

through the involvement of reactive oxygen species and mitochondrial stress, has been shown to 

be critical in the early steps of the pathogenesis and progression of DKD 187. New treatments that 

aim to restore endothelial function could represent an effective strategy for preventing and 

treating the early stages of DKD. 

In diabetic glomeruli, increased levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) leading to  new 

capillary formation and pre-existing capillary elongation have been reported 188. Furthermore, 

exacerbated activation of glomerular VEGF signaling in mice has been shown to cause mesangial 

matrix expansion, which has also been associated with DKD 189. Therefore, anti-angiogenic 

therapies targeting VEGF signaling have been explored as options for the prevention and 

treatment of DKD. Indeed, the renal protective efficacy of anti-VEGF antibodies in diabetic mice 

have previously been reported 190. However, concerns have been raised in regards to anti-VEGF 

unwanted effects on the microcirculation, including potential renal thrombotic microangiopathy 

191. For these reasons, the identification of vascular signaling pathways involved in the 

pathogenesis of DKD could lead to a better understanding of the molecular events involved in 

glomerular vascular injury and allow the development of improved therapeutic strategies while 

minimizing side-effects.  
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The Bone Morphogenetic Protein (BMP) receptor Activin receptor–like kinase 1 (Alk1), which is 

predominantly expressed in the vascular endothelium, has been shown to play a critical role in 

angiogenesis 192(p1),193(p1),194(p1). Embryos lacking Alk1 die early during embryonic development due 

to impaired vascular remodeling and lack of perivascular cell coverage 195. In renal physiology, 

Alk1 has been suggested to play an important role in the regulation of extracellular matrix 

deposition, including collagen type I and fibronectin, and Alk1 heterozygosity has been associated 

with increased renal fibrosis in a mouse model of obstructive nephropathy, probably due to the 

decrease in the Alk1/Smad1 antifibrotic/protective signaling in renal fibroblasts 196. 

We have previously shown that chronic hyperglycemia in a model of STZ-induced diabetes in mice 

leads to impaired Alk1 signaling and contributes to loss of retinal vascular barrier function 197. 

Given its critical role in the maintenance of a quiescent, stable endothelium as well as its 

described effects on perivascular cell recruitment 195,198, we evaluated the role of Alk1 in the 

kidney during the development of diabetic nephropathy. In the present study, we show the 

worsening of kidney function in diabetic mice haploinsufficient for Alk1 solely in the endothelium. 

Reduced Alk1 expression was associated with microalbuminuria, increased glomerular apoptosis 

as well as podocyte loss. Together, these data suggest that vascular Alk1 signaling is protective in 

glomerular endothelial cells in diabetic conditions. 
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6.3 Material and Methods: 

Human samples: The study conforms to the tenets of the Declaration of Helsinki, and approval of 

the human clinical protocol was obtained from the Maisonneuve-Rosemont Hospital Ethics 

Committee. All subject recruitment procedures and informed consent forms, including consent 

to use renal biopsy samples for research purposes, were approved by the Maisonneuve-

Rosemont Hospital Ethics Committee and written informed consent was obtained from each 

patient. 

Animals: The Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian 

Council for Animal Protection, approved all experimental procedures (protocol number: 2014-

18). All the animal experiments were conducted according to the Standard Operation Procedures 

(SOP) of the Maisonneuve-Rosemont Hospital Animal Ethics Committee. C57BL/6J mice (Jackson 

Laboratories) were maintained in the animal research facility in Maisonneuve-Rosemont Hospital. 

Tamoxifen-inducible Cdh5-CreErt2 and acvrl1 floxed mice were kindly provided by Ralf Adams 

199(p1) and S. Paul Oh respectively 200. To generate Alk1ΔEC mice, Cdh5-CreErt2 and acvrl1 floxed 

mice were crossed and injected with 50 mg/kg tamoxifen dissolved in corn oil for five consecutive 

days. 

Streptozotocin (STZ) induced diabetes: Six to eight-week old Alk1ΔEC mice were individually 

marked, weighed and their baseline blood glucose levels determined prior to STZ injection. Mice 

received daily intraperitoneal (IP) injections of 45 mg/Kg body weight STZ (Sigma-S0130) dissolved 

in sterile sodium citrate dehydrate buffer, pH 4.5 for 5 consecutive days. For non-diabetic 

controls, mice received citrate buffer injections. Tail blood glucose was monitored (AlphaTrak 2) 

every week for up to 8 weeks after the final STZ injection. Mice were considered diabetic if their 

non-fasted blood glucose levels reached 17 mM (300 mg/dL). 

Urine and Blood Collection: Urine samples were collected from animals in individual urine 

collection cages after acclimatization for 24 h and stored at −80°C until analysis. Blood was 

collected from mice through cardiac punctures into tubes containing EDTA for plasma or allowed 

to clot for 30 min at room temperature for serum, and centrifuged at 4°C for 15 min at 1 000 x g. 

Serum or plasma were removed and assayed immediately or stored at -80°C.  
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Evaluation of Biochemical parameters: Creatinine clearance was calculated and expressed as 

milliliters per min per 100 g of body weight. Serum and urine creatinine levels and urine albumin 

concentration were determined as previously described (CREP2, Roche Diagnostics, Canada) 201. 

Briefly, samples were prepared by transferring 50μl of standard or serum to a 1.5 ml 

microcentrifuge tube. Proteins were precipitated and supernatant were lyophilized on a speed 

vac (LABCONCO freeze Dry system, VWR, Canada). Lyophilized samples were resuspended in 

deionized water and then centrifuged at 11 000 x g for 5 min. 8μl of each supernatant were 

transferred to a half area plate (Costar #3695), in duplicate. 62μl of CREP2 R1 buffer was added 

to each well. The plate was vortex mixed (MixMate, Eppendorf, Canada) at 1000 rpm 30 sec, and 

incubated 15 min at 37°C to allow endogenous creatinine degradation. Readings at 405 nm and 

540/630nm were performed and CREP2 R2 buffer was then added to each well. Readings were 

performed on a kinetic mode, each minute for a 30 minutes period (ELx808, BioTek, USA). Urinary 

Creatinine and urine proteins were measured on an Architect c16000 clinical chemistry analyzer 

(Abbott Diagnostics, IL, USA), using a kinetic alkaline picrate method and a turbidimetric method 

respectively. Microalbuminuria was assessed using a Mouse Albumin ELISA Kit (ICL LAB, Portland, 

OR). 

Immunofluorescence: Immunofluorescence was performed using frozen sections (10 µm). The 

following antibodies were used as primary antibodies: monoclonal rat anti-CD31 antibody (BD 

Biosciences); polyclonal rabbit anti-type IV collagen antibody (Abcam); anti-Alk1 antibody (R&D 

systems); anti-Nephrin antibody (Abcam); anti-WT1 antibody (Abcam); anti-podocin antibody 

(Abcam). Alexa Fluor 488 or 647 conjugated antibodies (Thermo Fischer Scientific) were used as 

secondary reagents. Images were obtained by confocal microscopy (Olympus Fluoview). 

Determination of Glomerular Surface Area 

CD31 immunofluorescence staining from the different treatment groups was used for 

morphometric studies. The surface area of a minimum of 50 glomerular sections from each animal 

was determined in digital images using the ImageJ software. Glomerular surface area was 

measured in captured digital images by tracing around the perimeter of the glomerular capillary 

tuft using the tracing tool.  
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Cell culture  

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) were obtained from PromoCell and cultured in 

endothelial growth medium ECGM-2 (Lonza) and kept at 37°C and 5% CO2. For RNAi experiments, 

cells were seeded in 6-well plate with complete media till 90% confluency was reached. Cells were 

then transfected with 75 pmol/well of target or control siRNA for 48 hours. mRNA was isolated 

using RNeasy kit (Qiagen) and cDNA was synthesized using iScript cDNA synthesis kit. Primers for 

quantitative PCR were obtained from QIAGEN (Quantitect primer assays). 

Statistical analysis: All values are expressed as the mean ± standard error (SEM). Unpaired 

Student t tests were utilized for inter-group comparisons. Statistical analyses were performed 

using the GraphPad Prism software. A level of P <0.05 was considered statistically significant. 
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6.4 Results 

Glomerular expression of Alk1 in mice and DKD patients. 

We have recently shown that chronic hyperglycemia impairs Alk1 signaling, which in turn impacts 

retinal barrier function in diabetic animals 197. Given the importance of the endothelium in renal 

filtration and its susceptibility to dysfunction in diabetes, we evaluated the role of Alk1 in 

glomerular endothelial cell function and renal filtration in diabetic animals. We first assessed 

Alk1expression in mouse kidney by immunofluorescence. In adult mouse kidneys, 

immunostaining of glomeruli and small blood vessels of the renal interstitium using CD31 and 

Alk1 antibodies showed that both markers co-localized in the glomerular endothelium (Fig. 6.1A). 

However, we did not detect cross-reactivity of either Alk1 or CD31 with the tubular epithelium or 

interstitial cells. Next, as we have previously shown that Alk1 expression is reduced in the 

pulmonary and retinal endothelium of diabetic mice 197, we also evaluated Alk1 expression in the 

glomerular endothelium in mice eight weeks after the onset of STZ-induced diabetes and in renal 

biopsies obtained from diabetic nephropathy patients. In control diabetic mice, Alk1 expression, 

while showing a slight decrease, was not significantly reduced in glomeruli eight weeks after the 

onset of diabetes (Fig. 6.1B). However, histological assessment of Alk1 expression in the glomeruli 

of patients with DN revealed a significant loss of Alk1 glomerular immunostaining compared with 

non-diabetic patients (Supplementary Fig. 6.1). The observation that Alk1 was down-regulated in 

diabetic patients, which were characterized as stage 4 chronic kidney disease, and not in diabetic 

mice may be reflective of the advanced stage of diabetic nephropathy. 
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Figure 6.1. Expression of Alk1 in mouse kidney tissue. A) Immunofluorescent staining of Alk1and CD31 in 

kidney sections harvested from eight-week old C57/Bl6 mice. Scale Bars: top row: 150µm; bottom row: 25µm. B) 

Expression of Alk1 in C57/Bl6 mice injected eight weeks previously with citrate buffer (top row) or STZ (bottom row). 

Scale bar: 25µm. 

Evidence of urine albumin excretion and hyperfiltration in Alk1-deficient diabetic mice 

In order to characterize the consequences of Alk1 deletion in the endothelium of diabetic mice 

on renal function, we used mice bred on a C57/Bl6 background with conditional deletion of acvrl1 

in the endothelium (Alk1ΔEC). The C57/Bl6 strain has been reported to be relatively resistant to 

the development of renal injury in experimental models of kidney diseases, including DKD 202. 

Indeed, albuminuria and renal pathological changes are less commonly observed in diabetic 
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C57/Bl6 mice than in other strains. However, several specific genetically modified mice with a 

C57/Bl6 background were shown to progress to diabetic nephropathy when diabetically-induced, 

such as the eNOS knockout in STZ-induced diabetic or db/db mice and the ApoE knockout in STZ-

induced mice 203.  

Given that Alk1 deficiency has been associated with eNOS uncoupling, reduced NO, and increased 

reactive oxygen species (ROS) production 204, we evaluated the consequences of Alk1 deficiency 

on renal function and whether diabetic Alk1 haploinsufficient mice would be more susceptible to 

develop renal dysfunction. To address this, control and heterozygous Alk1ΔEC mice, in which Alk1 

is specifically deleted in the endothelium, received tamoxifen followed eight weeks later by STZ 

injections to induce diabetes (Fig. 6.2A). Citrate buffer vehicle-injected control and Alk1ΔEC mice 

served as nondiabetic controls. Heterozygous mice were used for STZ experiments, as the severity 

of the vascular phenotype and the short-term lethality of homozygous Alk1ΔEC mice 205 preclude 

long-term experiments.  While heterozygous Alk1ΔEC mice develop no detectable blood vascular 

malformations, we have recently demonstrated that chronic hyperglycemia leads to impaired 

Alk1 signaling and vascular permeability defects in these animals 206.  

Following STZ or citrate injections, blood glucose levels were measured weekly (Supplementary 

Fig. 6.2A) and all mice were euthanized 8 weeks later. The induction of diabetes in STZ-injected 

mice was confirmed by measuring blood glucose levels, which were not significantly different 

between control (33 mM) and Alk1ΔEC (37 mM) mice (Supplementary Fig. 6.2A; Fig. 6.2B). 

Decreased Alk1 expression in glomeruli of Alk1ΔEC+/- diabetic mice was also shown by 

immunofluorescence eight weeks after the induction of diabetes (Supplementary Fig. 6.2B). Eight 

weeks after STZ or citrate injections, mice were monitored for renal function by measuring 

creatinine clearance, microalbuminuria and urine electrolytes. Under non-diabetic conditions, 

Alk1 haploinsufficiency had no effects on urinary albumin excretion, body weight, daily urine 

volume, urine and serum electrolytes and serum creatinine (data not shown). Additionally, the 

extent of albuminuria, as assessed by the albumin-to-creatinine ratio of 24-hour urine albumin 

excretion at 8 weeks post-diabetes, was not markedly changed between control diabetic and non-

diabetic mice (Fig. 6.2C), which is consistent with studies showing that mice bred on a C57/Bl6 

background are refractory to diabetes-induced kidney disease 202. However, in contrast to control 
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mice, Alk1ΔEC diabetic mice displayed increased microalbuminuria, an early sign of DKD (Fig. 

6.2C). Significantly, no changes in glomerular filtration rate (Fig. 6.2D) or urine electrolytes were 

observed (Supplementary Fig. 6.3) between control and Alk1ΔEC diabetic mice, suggesting that 

Alk1 haploinsufficiency does not affect reabsorption in proximal tubules. Taken together, these 

data suggest that reduced Alk1 expression in the endothelium may predispose the kidney to 

glomerular dysfunction rather than affect tubule function in diabetic conditions. 

 

Figure 6.2. Evaluation of albuminuria in Alk1ΔEC+/- diabetic mice. A) Experimental timeline for the 

generation of diabetic Alk1ΔEC+/- mice, in which CRE-Ert2 expression was placed under the control of the VE-

Cadherin promoter (Cdh5-CRE). For inactivation of Alk1 in the endothelium, Cdh5-CRE-Ert2 transgenic mice were 

crossed with homozygous or heterozygous Acvrl1 floxed allele mice. B) Measurement of blood glucose levels in 

control and Alk1ΔEC+/- eight weeks after injection of sodium citrate or STZ. C) Measurement of ratio of albumin to 

creatinine levels in control and Alk1ΔEC+/- eight weeks after injection of sodium citrate or STZ. D) Measurement of 

glomerular filtration rate in control and Alk1ΔEC+/- eight weeks after injection of sodium citrate or STZ. *p<0.05, 

(n=8 mice/group). 

Glomerular alterations in Alk1-deficient diabetic mice 

As our data suggest changes in glomerular barrier function in diabetic Alk1-deficient mice, we 

evaluated glomerular histology in control and Alk1ΔEC non-diabetic and diabetic mice. Diabetes-

induced glomerular hypertrophy is an early sign of renal dysfunction in diabetic patients 207. 
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However, no significant changes in glomerular size could be observed between diabetic control 

and Alk1-haploinsufficient diabetic mice by fluorescence microscopy (Fig. 6.3A). Glomerular 

accumulation of mesangial matrix, including type IV collagen is also an early hallmark of DKD 208. 

Eight weeks after the onset of diabetes, no significant changes in collagen IV deposition were 

observed between control diabetic and non-diabetic animals nor between control and Alk1ΔEC 

non-diabetic mice (Fig. 6.3B). However, compared to non-diabetic WT mice, Alk1ΔEC diabetic 

mice showed significant increase in glomerular deposition of type IV collagen (Fig. 6.3B). These 

data are in accordance with previous studies showing that Alk1 heterozygocity is associated with 

increased matrix deposition by mesangial fibroblasts 196,209. We subsequently investigated 

podocyte injury by evaluating the expression of desmin, a biomarker of injured podocytes. Our 

data show an increase in desmin-positive cells in diabetic Alk1-deficient mice compared to non-

diabetic control mice (Fig. 6.3C). Together, these data suggest that Alk1 deficiency may accelerate 

glomerular extracellular matrix production and glomerular damage in diabetic mice and may be 

associated with the development of microalbuminuria. 
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Figure 6.3. Alk1 haploinsufficiency exacerbates collagen IV matrix accumulation and podocyte 

injury indicator desmin in diabetic mice. A) Glomerular area analysis in non-diabetic wild-type and diabetic 

wild-type and Alk1ΔEC+/- mice eight weeks after the onset of diabetes. Images show representative CD31 

immunostaining, along with quantification of at least 50 glomeruli from 8 to 10 mice. B) The glomerular accumulation 

of type IV collagen was assessed by immunofluorescence for non-diabetic or diabetic wild-type and diabetic 

Alk1ΔEC+/- mice. Immunoreactivity for type IV collagen was enhanced in diabetic Alk1ΔEC+/- mice compared with 
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non-diabetic wild-type. C) Immunofluorescence analysis of desmin and quantification in non-diabetic or diabetic 

wild-type and diabetic Alk1ΔEC+/- mice. Analysis show quantification of at least 50 glomeruli from 5 mice/group. 

*p<0.05, ** p<0.01. Scale bars: 25µm. 

Glomerular filtration involves a complex cross-talk between endothelial cells and podocytes. As 

we observed significant microalbuminuria and increased matrix deposition in heterozygote 

Alk1ΔEC diabetic mice, we evaluated the effects of Alk1 deletion in endothelial cells on glomerular 

podocytes and endothelial cells. Using WT-1 staining, which stains the nuclei of glomerular 

podocytes, we observed that Alk1 conditional deletion in endothelial cells resulted in significant 

podocyte loss in diabetic mice (Fig. 6.4A). The decrease of WT-1-expressing cells in Alk1ΔEC 

diabetic mice was also accompanied by a reduction in the expression of nephrin, which encodes 

a member of the immunoglobulin family of cell adhesion molecules implicated in the glomerular 

filtration barrier in the kidney (Fig. 6.4B). Furthermore, a similar reduction was observed in 

podocin, a membrane protein that oligomerizes in lipid rafts together with nephrin to form 

filtration slits (Fig. 6.4C). To evaluate the consequences of Alk1 deficiency in glomerular 

endothelial cells, ERG staining, which specifically labels endothelial nuclei, was performed. There 

were no evident losses of ERG-positive endothelial cells between control and diabetic control and 

Alk1ΔEC diabetic mice (Fig. 6.4D). Together, these data suggest that Alk1 deletion in diabetic 

glomerular endothelial cells causes glomerular injury through the loss of podocytes rather than 

endothelial cells.  
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Figure 6.4. Effects of Alk1 haploinsufficiency on podocytes and endothelial cells in non-diabetic 

or diabetic wild-type and diabetic Alk1ΔEC+/- mice Immunofluorescence analysis of WT-1 (A), nephrin (B), 

podocin (C) and ERG (D). Quantification was performed by evaluating the number of positive cells per glomerular 

nuclei for WT-1 and ERG staining, or by assessing glomerular staining intensity for nephrin and podocin. Analysis 

show quantification of at least 50 glomeruli from 5 mice/group. *p<0.05. Scale bars: 25µm. 

To quantify the rate of glomerular apoptosis, cleaved caspase 3 staining was performed (Fig. 6.5). 

Positive cells in 50 glomeruli of at least five animals of each group were counted. No significant 

apoptosis was detected in control mice, both in non-diabetic or diabetic conditions. However, the 
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number of glomerular cells undergoing apoptosis was significantly increased in Alk1ΔEC diabetic 

mice compared to non-diabetic control or Alk1ΔEC animals. It is noteworthy that apoptosis 

appeared to be restricted mostly to the glomeruli. Altogether, these data show that Alk1 

expression in the glomerular endothelium protects endothelial cells in diabetic animals, and that 

Alk1 deficiency may precipitate glomerular dysfunction leading to microalbuminuria and diabetic 

kidney disease. 

 

Figure 6.5. Increased glomerular apoptosis in diabetic Alk1ΔEC+/- mice. Immunofluorescence analysis 

of cleaved caspase 3 (green) in non-diabetic or diabetic wild-type and diabetic Alk1ΔEC+/- mice. Quantification was 

performed by evaluating the number of positive cells per glomerular nuclei. Analysis show quantification of at least 

50 glomeruli from 5 mice/group. **p<0.01. Scale bars: 75µm. 

Alk1 homozygosity leads to glomerular apoptosis 

We have previously shown that chronic hyperglycemia results in impaired Alk1 signaling 197. The 

effects observed in heterozygous Alk1ΔEC diabetic mice may therefore be a combination of Alk1 

haploinsufficiency which, combined with hyperglycemia, further inhibits Alk1 signaling leading to 

glomerular endothelial cell dysfunction. To evaluate whether complete loss of Alk1 was sufficient 

to induce glomerular dysfunction, we evaluated glomerular filtration in non-diabetic homozygote 

Alk1ΔEC mice. As homozygote Alk1ΔEC mice display high lethality after tamoxifen injections, we 
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evaluated renal function 5 days after the onset of Alk1 deletion. Loss of Alk1 expression in 

glomeruli of homozygote Alk1ΔEC mice was shown by immunofluorescence (Fig. 6.6A). Five days 

following tamoxifen-induced deletion of Alk1, mice were placed in collection cages and serum 

and 24 hours urine was collected. Cdh5Cre mice injected with tamoxifen were used as controls. 

Contrary to what was observed in diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice, no albuminuria was 

observed in non-diabetic homozygote Alk1ΔEC mice (Fig. 6.6B). Furthermore, no significant 

changes were detected in serum creatinine (Fig. 6C), glomerular filtration rate (Fig. 6.6D) urine or 

serum glucose (Fig. 6.6E).  Serum and urine electrolytes levels were also measured in control and 

Alk1ΔEC-/- mice (Supplementary Fig.6.4), and showed decreased levels of urine sodium and 

chloride levels in Alk1ΔEC-/- mice. Since urine albuminuria and serum electrolytes did not vary 

between control and Alk1ΔEC-/- mice, changes in sodium and chloride levels in urine may be 

indicative of vascular hyperpermeability or early cardiac failure, which have been associated with 

Alk1 loss-of-function 206,210–212. 
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Figure 6.6. Effects of Alk1ΔEC homozygote deletion on renal function. A) Expression of Alk1 in Alk1ΔEC-

/- mice seven days after tamoxifen delivery. Urine proteins (B), serum creatinine (C), glomerular filtration rate (D), 

blood and urine glucose (E) in wild-type and Alk1ΔEC-/- mice 7 days following tamoxifen injections. (n=8 mice/group). 

Scale bar: 50 µm. 

Even though complete Alk1 deletion did not result in glomerular filtration defects within the time-

frame of these experiments, we evaluated whether it could result in early glomerular alterations 

which could predispose to the development of glomerular dysfunction. While 

immunofluorescence staining did not reveal changes in WT-1-positive glomerular podocytes (Fig. 

6.7A) or ERG-positive endothelial cells in homozygote Alk1ΔEC-/- mice compared to control mice 

(Fig. 6.7B), we did observe increased glomerular apoptosis in Alk1ΔEC-/- mice compared with 
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control mice, which may be a sign of early glomerular damage (Fig. 6.7C). Taken together, these 

data suggest that lack of Alk1 signaling can lead to increased glomerular apoptosis, which may 

precede podocyte loss. While we did not observe microalbuminuria in Alk1ΔEC-/- mice, the lack 

of effects on glomerular filtration may be resultant from the relative short time-frame of the 

experimental settings. 

 

Figure 6.7. Effects of Alk1 homozygous deletion on podocytes and endothelial cells in wild-type 

and Alk1ΔEC-/- mice. Immunofluorescence analysis of WT-1 (A), ERG (B), and cleaved caspase-3 (C). 

Quantification was performed by evaluating the number of positive cells per glomerular nuclei. Analysis show 

quantification of at least 50 glomeruli from 5 mice/group. *p<0.05. Scale bars: 25µm. 
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6.5 Discussion 

Global endothelial dysfunction has been closely associated with diabetes. Some evidence 

suggests that endothelial dysfunction is present in the early stages of renal insufficiency and that 

it plays a role in the progression of renal disease. Thus, the glomerular endothelium, which has 

been linked to the development of proteinuria as a hallmark of diabetic nephropathy, may be a 

prominent target for damage in longstanding diabetes. Indeed, gene expression analysis of 

experimental DKD, as well as biopsies of patients with advanced diabetic nephropathy, has shown 

significant changes in endothelial gene expression consistent with glomerular endothelial cell 

dysfunction. Specifically, several genes of the TGF-β family, which play a prominent role in renal 

cell hypertrophy and extracellular matrix accumulation, have been shown to be dysregulated in 

the diabetic glomerular endothelium 213. For example, TGF-β1 expression has been found to be 

increased in diabetic mice presenting glomerulosclerosis and albuminuria, and contributes to 

disease progression through its effects on extracellular matrix deposition, including collagen IV, 

fibrosis and angiogenesis 214,215. Dysregulation of other factors involved in TGF-β signaling, 

including BAMBI 216, TGFBR2 and TGFBR3 217 have also been shown to be predisposing factors for 

the development of nephropathy in diabetic individuals.  

Alk1 is a vascular-specific receptor of the TGF-β family and binds the circulating factors BMP9 and 

BMP10 218,219. Extensive work has been performed in the vascular field on Alk1, demonstrating its 

capacity to regulate morphogenesis, and its role as a quiescence receptor for endothelial cells  ta 

. Alk1 signaling is critical for the development of mature, functional vessels, as is made evident by 

Alk1-deficient homozygous mice displaying severe vascular developmental defects, including 

fusion of major arteries and veins, impaired placental vascular development and deficient 

perivascular cell coverage, and consequently die by mid-gestation195. In adults, Alk1 helps prevent 

the formation of vascular lesions and plays a crucial role in endothelial quiescence, as 

demonstrated by the inducible-deletion of Alk1 in the endothelium at the post-natal stage, which 

results in rapid lethality 197,205.  

We have recently shown that in a model of STZ-induced diabetes, there is a significant impairment 

of Alk1 signaling in the retinal endothelium 197. Inhibition of Alk1 signaling in hyperglycemic 
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endothelial cells resulted in the destabilization of vascular junctions, leading to fluid and protein 

leakage in the diabetic retina. Given the critical role of Alk1 in the maintenance of a mature, 

functional endothelium, we evaluated how long-term hyperglycemia affects Alk1 signaling, and 

the consequences of Alk1 haploinsufficiency on renal function. Under diabetic conditions, we 

revealed the worsening of urine albumin excretion and glomerular alterations within diabetic 

mice that were Alk1-haplodeficient in kidney endothelial cells. The data we collected provide 

evidence that genetic elimination of Alk1 renders mice on a C57BL/6 background more 

susceptible to the development of diabetic glomerular abnormalities, as determined by 

proteinuria and changes in podocyte survival and extracellular matrix production. The 

observation that non-diabetic Alk1ΔEC haploinsufficient mice did not present urine albumin 

excretion and glomerular alterations suggest that an additional detrimental signal, such as chronic 

high glucose levels, is necessary to trigger vascular dysfunction in endothelial cells 

haploinsufficient for Alk1. Because Alk1 expression is also downregulated in glomeruli from 

biopsies of patients with DN, these considerations may also apply to human diabetic 

glomerulopathy, where therapeutic intervention using strategies to modulate BMP signaling may 

be of therapeutic interest.  

Some of the main hallmarks of the inhibition of Alk1 signaling in the diabetic glomerular 

endothelium were the increased deposition of collagen IV basement membrane and the 

significant loss of podocytes. Collagen IV basement membrane thickness increased significantly 

in diabetic Alk1ΔEC mice. These data are consistent with quantitative PCR analysis of ACVRL1 

siRNA-transfected endothelial cells, which show a significant increase in α1 type IV collagen 

(COL4A1) expression compared to controls (Supplementary Fig. 6.5). Other glomerular basement 

membrane molecules, including fibronectin, Laminin α4, Laminin β2 or Laminin γ1 did not change, 

while Laminin β1 levels were decreased following Alk1 downregulation. These changes are 

consistent with a previous study showing that heterozygous Alk1 expression increased expression 

of ECM proteins in fibroblasts due to an alteration of TGF-β signaling, leading to an increase in 

Smad2 and Smad3 phosphorylation 209. Our data show that Alk1 expression in the endothelium 

can also play an important role in building and maintaining the glomerular basement membrane 

and that its inhibition can alter its composition by increasing type IV collagen production in the 
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glomerular endothelium, which has been associated with the progression of diabetic 

nephropathy 220.  

The loss of podocytes in Alk1ΔEC diabetic mice was associated with increased albuminuria. The 

reason for the increased proteinuria and decreased podocyte numbers in diabetic Alk1ΔEC mice 

is unclear but could be due to altered endothelial and podocyte cross-talk. Indeed, in the vascular 

endothelium, Alk1 signaling has been shown to play a role in the recruitment and function of 

perivascular cells such as pericytes, which occurs in part through the regulation of factors such as 

PDGF-B and Jagged1 by Alk1 signaling, which are essential in endothelial/perivascular cell 

interactions 193,198. Therefore, heterozygous loss of Alk1, combined with chronic hyperglycemia 

and changes in basement membrane composition, could lead to the destabilization of 

endothelial/podocyte cross-talk, which could accentuate podocyte apoptosis and result in 

glomerular filtration defects. This is in agreement with previous studies showing that disruption 

of glomerular endothelial cells can lead to podocyte apoptosis 221,222. While we did not observe 

significant podocyte loss in non-diabetic Alk1ΔEC-/- mice, as experiments could only be 

performed over 7 days due to the lethality of these mice, we did show that there was significant 

glomerular apoptosis in these mice, which may be precursor to podocyte loss.  

Overall, our results point to a role for Alk1 in protecting the glomerular endothelium during 

chronic hyperglycemia. Alk1 is downmodulated in a model of diabetes in mice and in biopsies 

from patients with established DN. Decreased Alk1 signaling in diabetes may be an early step in 

the development of glomerular endothelial dysfunction, leading to podocyte loss. This novel 

mechanism of Alk1 action in the glomerulus may be of significance not only for diabetic 

proteinuria but also for other diseases leading to glomerulosclerosis. 
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Chapitre 7 – Discussion des résultats du projet 

La néphropathie diabétique est l’une des complications les plus fréquentes chez les patients 

diabétiques à long terme, et est la première cause du besoin de dialyse. Les lésions glomérulaires 

semblent jouer un rôle clé dans le développement de la néphropathie diabétique. 

L’épaississement de la membrane basale glomérulaire, l’hypertrophie des cellules glomérulaires 

et la perte de podocytes font partie des principaux changements pathologiques survenant au 

cours de la néphropathie diabétique et peuvent conduire à une protéinurie. 

Il a été suggéré que le dysfonctionnement endothélial joue un rôle important dans la pathogenèse 

des lésions glomérulaires au cours de la maladie rénale diabétique. En effet, l’altération de la 

fonction et de l’intégrité des cellules endothéliales glomérulaires est l’une des principales causes 

de la microalbuminurie observée dans l’insuffisance rénale diabétique précoce. Les lésions des 

cellules endothéliales glomérulaires peuvent endommager les podocytes et même induire une 

perte podocitaire ce qui aggrave d’avantage les liaisons des cellules endothéliales glomérulaires 

et ainsi de suite. Actuellement, les traitements de la néphropathie diabétique visent le contrôle 

de la glycémie et de la pression artérielle dans le but de maintenir un bon débit de filtration 

glomérulaire. Cependant, l’étude de traitements pouvant cibler les lésions endothéliales ou les 

interactions podocyte-cellule endothéliales, qui jouent un rôle essentiel dans la progression de la 

maladie rénale diabétique, est nécessaire.  

Les traitements ciblant l’endothélium glomérulaire pourraient offrir des avantages 

thérapeutiques pour la néphropathie diabétique. En effet, des facteurs anti-angiogéniques tels 

que les inhibiteurs du VEGF pourraient prévenir les lésions rénales et les altérations glomérulaires 

sur des modèles de souris diabétiques. Cependant, d’autres données ont montré que des 

injections d’inhibiteurs du VEGF pouvaient être néfastes pour les cellules endothéliales et 

podocytaires. Ainsi, de nouvelles molécules ciblant l’endothélium vasculaire pourraient améliorer 

le pronostic et la qualité de vie chez les patients présentant une insuffisance rénale diabétique à 

un stade précoce. Nous avons précédemment montré que Alk1, avec son ligand BMP9, joue un 

rôle important dans le maintien de l’intégrité vasculaire chez les animaux diabétiques. En effet, 

la perte de signalisation 
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Alk1 chez les animaux diabétiques conduit à la dissociation des jonctions vasculaires et à une 

augmentation des fuites vasculaires. Compte tenu de son rôle dans le maintien de la quiescence 

et de l’intégrité de l’endothélium, nous avons évalué les effets de la surpression d’Alk1 sur 

l’intégrité de l’endothélium glomérulaire et la fonction rénale chez la souris diabétique.  

Nous avons utilisé des souris avec délétion conditionnelle de Alk1 dans l’endothélium (Alk1ΔEC) 

pour évaluer le rôle de Alk1 dans la filtration glomérulaire chez des souris diabétiques induits par 

le STZ. Les souris ont été euthanasiées quatre mois après le début du diabète et des analyses 

sérologiques, électrolytiques et urinaires ont été effectuées, ainsi que des études 

immunohistochimiques. Nous avons démontré que l’haplo-insuffisance d’Alk1 aggrave la 

microalbuminurie et induit une perte de podocytes chez des souris diabétiques. De plus, une 

augmentation significative de l’apoptose glomérulaire a été observée chez les souris Alk1ΔEC 

hétérozygotes diabétiques. L’analyse de souris Alk1ΔEC homozygotes non diabétiques a 

également révélé une augmentation importante d’apoptose surtout au niveau glomérulaire.  

 Ensemble, ces données suggèrent que la signalisation du récepteur Alk1 joue un rôle essentiel 

dans le maintien des cellules endothéliales glomérulaires et participe maintien de l’intégrité 

glomérulaire à travers un mécanisme de podocyte-endothelial cross-talk. 

7.1 Mécanismes physiopathologiques : microalbuminurie dans les 

souris Alk1ΔEC hétérozygotes 

Il a été suggéré que Alk1 joue un rôle important dans la régulation du dépôt de matrice 

extracellulaire, y compris le collagène de type I et la fibronectine. Alors qu’il a une function 

probablement antifibrotique / protectrice via l’activation de Smad 1/5/8 dans les fibroblastes 

rénaux179.  

 Il faut mentionner que plusieurs gènes de la famille TGF-β ont été impliqué dans l’hypertrophie 

des cellules rénales et l’accumulation de matrice extracellulaire chez les patients diabétiques, ceci 

est dû à une activation de la voie TGF-β/Smad2/3.  Dans notre modèle de néphropathie 

diabétique l’inhibition de la voie de signalisation Alk1/Smad1/5/8 est l’une de mécanisme pour 

laquelle il y une accumulation de matrix extracellulaire, notamment le collagène IV. Ceci est dû à 

 que la perte partiale de l'expression de Alk1 augmentait l'expression de protéines de MEC 
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dans les fibroblastes en raison d'une altération de la signalisation du TGF-β via la phosphorylation 

de Smad2 et Smad3. 

D’un autre côte, la perte de la signalisation Alk1 dans le diabète a été associé à une suractivation 

de la signalisation VEGFR2/Src ce qu’augmente la perméabilité vasculaire. Cette 

hyperperméabilité vasculaire est dû à la dégradation des jonctions d’ancrage comme les VE-

cadhérines. Dans notre étude nous avons démontré une augmentation les niveaux de 

microalbuminurie dans les souris hétérozygote Alk1 qu’était associé à une perte de protéines de 

jonctions particulièrement la néphrine et la podocine, cette perte est alors associée à une 

déchéance podocytaire et une augmentation de la matrix extracellulaire ce qui aggrave la 

microalbuminurie. 179 

En effet, dans l’endothélium vasculaire, il a été démontré que la signalisation Alk1 joue un rôle 

dans le recrutement et la fonction des cellules périvasculaires telles que les péricytes, ce qui se 

produit en partie par la régulation de facteurs tels que PDGF-B et Jagged1 par la signalisation Alk1, 

qui sont essentiel dans les interactions entre les cellules endothéliales et périvasculaires. Par 

conséquent, la perte hétérozygote de Alk1, associée à une hyperglycémie chronique et à des 

modifications de la composition de la membrane basale, pourrait entraîner la déstabilisation de 

la diaphonie endothéliale / podocyte, ce qui pourrait accentuer l'apoptose podocytaire et 

entraîner des défauts de filtration glomérulaire.223 

7.1.1  L’hyperglycémie chronique diminue la signalisation d’Alk1  

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer la diminution de la signalisation Alk1 en présence de 

d’une hyperglycemi chronique, notre groupe a récemment démontré que l'hyperglycémie 

modifiait la localisation et la signalisation des récepteurs endothéliaux, notamment le VEGFR2. 

Nous avons évalué les conséquences des concentrations élevées de glucose sur la localisation et 

l'internalisation de la surface des cellules Alk1 après la stimulation de la BMP9 utilisant des HUVEC 

(Human umbical vens cells/HUVEC) (Article 2- Chapitre 8) 

L'analyse par cytométrie en flux de cellules HUVEC non perméabilisées a montré une réduction 

significative de l'expression de la surface cellulaire de Alk1 en présence de D-glucose à 11 et 25 

mM. Le traitement des cellules HUVEC avec BMP9 a entraîné une diminution de la localisation de 

Alk1 à la surface des cellules après 30 minutes à 5 mM de glucose, ce qui est compatible avec 
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l'internalisation des récepteurs. Cependant, l'internalisation de Alk1 après la stimulation par la 

BMP9 était significativement altérée dans les cellules HUVEC cultivées en présence de glucose à 

11 ou 25. Ensemble, ces données suggèrent que des taux de glucose élevés réduisent l'expression 

de la surface des cellules Alk1, tout en empêchant l'internalisation des récepteurs après une 

stimulation par un ligand, ce qui pourrait expliquer la diminution de la phosphorylation de 

Smad1,5,9 induite par BMP9 observée dans les CE hyperglycémiques. (Article 2- Chapitre 8).  

7.1.2 Perte partiale d’alk1 et l’apoptose glomérulaire 

Comme il a été démontré que la signalisation médiée par BMPRII protégeait les cellules 

endothéliales des artères pulmonaires de l’apoptose. Le groupe de Dr. Nassim a utilisé les siRNA 

contre BMPRII ou ALK1  afin de déterminé leur effet sur l'apoptose des cellules endothéliales en 

mesurant les activités de la caspase 3/7. Leur recherche a permis de conclure que l’inhibition de 

BMPRII ou ALK1 a augmenté les activités de la caspase 3/7, indiquant les rôles pro-survie de la 

signalisation de BMP dans les cellules endothéliales des artères pulmonaires.171 

De plus, comme on avait déjà mentionné Alk1 est fortement impliquer dans l’organisation, 

prolifération et survie de l’endothélium, raison pour laquelle sa délétion partielle, peut porter une 

augmentation au niveau de l’activité de caspase 3/7, altérant la function normale de 

l’endothélium et par un mécanisme de cross-talk, le reste des composant de la membrane de 

filtration glomérulaire dont les podocytes. 

7.2 On est déjà prêt pour l’utilisation préclinique ou clinique de 

molécules ciblant le dysfonctionnement endothélial dans la ND ? 

Bien que la dysfonction endothéliale (DE) soit la caractéristique qui précède le début de 

l’albuminurie dans la ND et que celle-ci soit hautement impliquée dans la progression de cette 

maladie vers l’hémodialyse, il est vrai aussi que le dommage endothélial est également présent 

dans les pathologies cardio-rénales.  

À la lumière de ces réflexions, il est impératif de chercher des molécules pour réparer le 

dommage endothélial afin d’éviter l’évolution de ces maladies. Cependant, cette affirmation 

devient complexe si on prend en considération les différents aspects qui pourraient limiter la 

considération clinique de cette approche.  



109 

À cet égard la question plus importante à se poser est donc :  comment arrivons-nous à 

mesurer avec précision la DE, étant donné qu’il existe plusieurs molécules, voies de 

signalisation et des effets paracrines et autocrines associées au DE ? La DE suppose aussi une 

réponse de la part des facteurs externes qui interagissent entre eux afin d’améliorer la fonction 

endothéliale perdue, tels que le NO, l’endothéline, le facteur de Von Willebrand et la 

thrombomoduline soluble, qui sont fortement impliqués dans le maintien physiologique de 

l’endothélium. Tout cela peut clairement compliquer les mesures quantitatives de la 

dysfonction endothéliale et limiter les essais précliniques d’une molécule ciblant la DE.  

Présentement, il existe des méthodes pour évaluer la DE chez l'homme.  Ces méthodes sont 

raisonnables, mais pas tout à fait fiables, étant donné qu’il y a divers mécanismes impliqués 

de façon directe ou indirecte dans la pathogenèse du dommage endothélial. Subséquemment, 

l’interdépendance entre ces effets et ces réponses compensatoires est claire.  

Grâce à nos travaux de recherche, nous avons démontré que la voie de signalisation 

Alk1/BMP9 joue en rôle critique dans le maintien de la fonction endothéliale, puisque 

l’haploinsuffisance d’alk1 entraîne une augmentation de la microalbuminurie et une perte de 

cellules podocytaires associée à l’apoptose. (Article 1- Chapitre 6). Il donc impératif de 

mentionner que des tests supplémentaires pour mieux étudier la DE pourront être faits afin 

d’établir l’interaction d’alk1/bmp9 en relation avec ces effets compensatoires.  

7.3 La mesure de marqueurs de la DE dans la néphropathie est-elle 

valable ?  

C’est une question que demeure à être évaluée. De nombreuses études transversales ont 

montré que l’albuminurie dans la ND est liée à une DE.  

Cette DE dérive dans la plupart de cas d’une diminution de la production de ON.  Alors que la 

mesure de l’ON comme marqueur de DE dans la néphropathie diabétique peut être utile, 

l’utilisation de ce test n'est pas aussi simple qu'on le souhaiterait. Premièrement, parce que 

les niveaux d’ON sont influencés par d’autres vasodilatateurs endothéliaux, tels que la 

prostacycline et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium. Ensuite, parce que la 

mesure quantitative de l’ON en soit ne garantit pas un diagnostic fiable de la normalité ou 
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anormalité de l’endothélium étant donné les molécules externes qui peuvent influencer sa 

synthèse.  

7.4 La dysfonction endothéliale seule provoque-t-elle la 

microalbuminurie ? 

La microalbuminurie dans le diabète de type 1 et 2 est habituellement accompagnée d'un 

dysfonctionnement endothélial généralisé, mais pas dans tous les cas. D’autres aspects 

peuvent aussi l’accompagner ou l’exacerber, notamment de l’augmentation de la ME ou la 

diminution du NO. D’un autre côte, l’association entre la microalbuminurie et la DE a été 

également observée chez les personnes non diabétiques : C’est le cas du syndrome 

néphrotique179. Néanmoins, il faut noter que la DE précède le début de la microalbuminurie. Il 

est donc intéressant de postuler que la DE peut être un facteur crucial causant la 

microalbuminurie. Or, il faudra des études supplémentaires afin de mieux comprendre le rôle 

de la perte d’Alk1 dans la ND.  Cela pourra nous a aider à prédire la progression de la maladie 

rénale chronique associée au diabète.  

Structurellement, on pense que les souris Alk1ΔEC +/- diabétiques ont subis une augmentation 

de la pression glomérulaire entrainant le passage d’albumine vers l’urine. Cette augmentation 

de la pression glomérulaire est également accompagnée d’une augmentation de perméabilité 

vasculaire qui favorise la microalbuminurie. D’ailleurs, un autre facteur qui contribue à 

l’augmentation de la microalbuminurie chez ces souris est la diminution des niveaux de 

protéines importantes pour le maintien du diaphragme glomérulaire comme la néphrine et la 

podocine.  

La diminution des protéines de jonction comme la néphrine et la podocine chez les souris 

Alk1ΔEC+/- diabétiques altère les jonctions interendothéliales ce qui empêchaient les 

podocytes de demeurer soudé. L’ensemble de ces observations, dont l’augmentation de la 

matrice extracellulaire, l’apoptose et la perte des podocytes associées à une microalbuminurie 

seraient les altérations principales causées par la perte partielle d’alk1 dans l’endothélium 

rénal.  
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Finalement, il faut mentionner que nous avons montré que la microalbuminurie été associée 

à l’une perte partielle d’Alk1 dans un stade d’hyperglycémie chronique, puisque les souris 

Alk1ΔEC -/- ne démontrent pas de changements dans le nombre de podocytes ou dans le 

niveau d’albumine urinaire. En revanche, les souris avaient Alk1ΔEC -/- un taux de mortalité 

élevé (5 à 7 jours) ce qui a limité la validation de l’impact de la perte totale d’alk1 sur la fonction 

rénale à court terme.  

7.5 Microalbuminurie et DFG normal sont-ils possibles ? 

Bien que la majorité des études montrent qu’il y a une relation importante entre la diminution 

du DGF et la micro ou macro-albuminurie, selon la classification du comité de néphropathie 

diabétique, les stades précoces de la ND peuvent ou non être associés à un déclin du débit de 

filtration glomérulaire.  

Même si on a utilisé cette classification pour notre modèle, il faut rappeler que présentement 

il y n’a pas de classification de la ND pour les modèles murins. La Société canadienne du diabète 

de son côté, confirme ce concept sur ses guides cliniques du diabète, affirmant également que 

le stade 1 de la ND peut ou non être associé aux changements de DFG. Par contre, ces deux 

circonstances sont associées à des dommages rénaux (augmentation de la ME, pour exemple).  

Ici, nous avons exposé un modèle de ND de stade 2. Ce modèle démontre une 

microalbuminurie accrue chez les souris Alk1ΔEC +/- diabétiques avec un DFG normal.  Le DFG 

normal aux stades précoces de DN avec une microalbuminurie.  

Ainsi, ce modèle de ND pourra aussi nous aider à mieux prédire la progression de la maladie 

rénale chronique et ses complications CV à long terme. Il faut noter que de façon surprenante, 

les souris diabétiques ayant une perte partielle d’alk1 n’ont pas expérimenté des changements 

dans la taille des glomérules. Ces résultats peuvent être expliqués par le fait que les souris 

n’ont été euthanasiées que 2 mois après le début du diabète. Il se peut alors que dans des 

stades plus chroniques de la ND, les changements au niveau de la taille glomérulaire pourront 

être mieux appréciés.  
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7.6 Début du dysfonctionnement endothélial dans la ND  

Le moment exact où la DE a lieu au cours d’une néphropathie diabétique demeure encore à 

être établi. Dans nos observations, les souris ont développé un stade précoce de ND (Stade 2) 

8 semaines après le début de diabète de type I.  La perte de podocytes associée au dommage 

endothélial pourra nous donner un concept clair que ce phénotype de dommage endothélial 

prend place tout au début de la ND, facilitant sont évolution progressive vers l’insuffisance 

rénale chronique.  D’autres facteurs de risques comme la résistance à l'insuline ou 

l’hypertension sont aussi à tenir en compte pour l’avenir de ce projet. 

7.7 Potentiel thérapeutique de la voie ALK1/BMP9 

La suractivation BMP9/Alk1/Smad1,5,9 pourrait potentiellement prévenir la dysfonction 

endothéliale en présence d’une l’hyperglycémie chronique. Rétablir la voie de signalisation 

Alk1/bmp9 pourra avoir un impact positif sur l’endothélium, stabilisant les jonctions glomérulaires 

et évitant la perte de cellules podocytaires. Ceci pourra aussi améliorer la perfusion dans les tissus 

affectés par l’hypoxie, et prévenir la progression de la microangiopathie diabétique vers la 

maladie rénale chronique.156Ainsi, la surexpression de la BMP9 afin de sur activer son récepteur 

(Alk1) pourra prévenir l’hyperperméabilité vasculaire et l’albuminurie tout en ayant un effet 

positif dans le mécanisme de podocyte-EC cross-talk.  

Par contre, il faut signaler que la signalisation d’Alk1 semble avoir des effets opposés sur plusieurs 

études.  Il est donc impératif de réaliser des observations supplémentaires afin de mieux 

comprendre rôle de cette voie de signalisation en relation avec les voies de signalisation de VEGF 

et VEFG /VEGFR2 et dans la production de molécules largement engagées dans le contrôle de la 

pression glomérulaire (NO par exemple).  

Nous pourrons aussi caractériser les effets fonctionnels des récepteurs de type II aux BMP en 

présence du BMP9/BMP10 chez les CE afin d’évaluer le rôle de ces récepteurs dans la fonction de 

l’endothélium glomérulaire.  Ceci pourra nous permettre de mieux comprendre certains des 

mécanismes impliqués dans la morphogenèse des vaisseaux glomérulaires et les voies de 

signalisation activées ou inactivées lors de l’hyperglycémie chronique.  
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7.7.1 Alk1 pour traiter le cancer. Quoi dire de son utilisation dans la ND ? 

Des anti-alk1 sont déjà en essais cliniques pour le traitement du cancer.  Le blocage complet d’alk1 

permet d’inactiver toutes les voies non canoniques des SMADs qui participent à l'organisation des 

cellules endothéliales. Le groupe du Dr Meeteren a aussi démontré que les anticorps anti-hALK1 

inhibaient la germination des cellules. Pourtant, ceci n’interférait pas directement avec la 

signalisation du facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF). Il est cependant 

indispensable d’insister que ces résultats n’ont pas été obtenus dans des conditions 

d’hyperglycémie chronique comme dans notre cas. Cela pourrait expliquer pourquoi dans notre 

modèle la voie de signalisation VEGF/VEGFR2 est inhibée lors de l’hyperglycémie. De telle sorte, 

il est impossible de dire que les anti-Alk1 utilisés en clinique pour traiter le cancer pourraient avoir 

un comportement semblable dans un milieu hyperglycémique et plus particulièrement sur 

l’endothélium glomérulaire, qui est un endothélium fenêtré.   

7.7.2 Thérapie avec Anti-bmp9 dans le cancer  

Comme on avait mentionner auparavant, taux élevés de BMP9 ont été observés chez les patients 

attentifs de cancer. 176alors que des recherches menaient par Dr. Kienast en Allemagne ont permis 

de d’élucider que  l’utilisation des l'anticorps anti-BMP9 BMP90093, 176 n’avaient pas aucun effet 

sur les cellules endothéliales in vivo. De plus, ils n’ont pas détecté aucune diminution significative 

de la densité microvasculaire (MVD) et des investigations ultérieures ont révélé que l'architecture 

vascularisée n'était pas affectée par le traitement avec l'AcM BMP9‐0093, sans effet sur la 

longueur et le diamètre des vaisseaux ni sur leur perfusion. 176 En compensation, la double 

neutralisation de BMP9 / BMP10 par ALK1-Fc ou ALK1-ciblage par un anticorps monoclonal a 

conduit à une inhibition de la croissance tumorale associée à une réduction du MVD dans 

plusieurs modèles de xénogreffes. 176 Nonobstant, il faut mentionner que ces études et même les 

essais cliniques en cours sont faits sur des patients ayant un diagnostic de cancer et pas en 

présence d’une hyperglycémie chronique. (Comme dans notre modèle) Alors qu’il a été que 

établis la hyperglycémie chronique module de façon importante la réponses des récepteurs et 

des ligands ou niveau de l’endothélium. Alors que l’inactivation de la voie de signalisation 

Alk1/BMP9 peut mener à une hyperperméabilité vasculaire, augmentation de synthèse de matrix 

extracellulaire, accompagner par une diminution de nombre de podocyte. Donc à la lumière de 
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ces résultats, il faut dire qu’utiliser des anti-bmp9 comme cible thérapeutique dans la ND peut 

être fatale pour la survie podocytaire et la protection de la DFG à long terme.  

7.7.3 Perspectives : Alk1/BMP9 : potentiel cible thérapeutique dans la ND  

Un mauvais pronostic chez les patients diabétiques est associé à un abaissement du DFG, une 

diminution de nombre de podocytes ou même une augmentation de l’albuminurie.  

L’utilisation des homologues de BMP9 ou des peptides ayant la capacité d’activer le récepteur 

Alk1 via BMP9 pourrait procurer des avantages thérapeutiques, dû à l’expression préférentielle 

d’Alk1 dans l’endothélium vasculaire. Ces thérapies basées sur l’activation d’Alk1 pourraient 

présenter des avantages par rapport aux anti-VEGF présentement utilisés en clinique. 

Un des principaux avantages est lié à la spécificité d’expression d’Alk1, qui est spécifiquement 

endothéliale, alors que le VEGFR2 (médiateur de l’activation du VEGF) se trouve aussi dans 

plusieurs autres types de cellules, tels que les neurones ou les cellules musculaires lisses. Un autre 

avantage est que cette voie de signalisation Alk1/BMP9 c’est qu’elle peut potentiellement inhibée 

l’hyperglycémie évitant les effets adverses lies au traitement avec le VEGF dans la ND (par 

exemple, la thrombose rénale). 191 Puisque la BMP9 a été aussi impliquer dans la régulation de 

l’hémostase du glucose.226,227   

Une nouvelle recherche pourra évoluer vers l’utilisation de thérapies en utilisant des peptides de 

BMP9 afin de mieux stabiliser l’endothélium en suractivant la voie de signalisation Alk1/BMP9, ce 

qui pourra prévenir les dysfonctions glomérulaires et prévenir le déclin de DGF à long terme.228 

7.8 Conclusion du projet  

En résumé, nous montrons ici que l'hyperglycémie chronique induit des modifications 

pathologiques dans les cellules endothéliales des glomérules, associées à une diminution de 

l’expression glomérulaire d’Alk1. Cela affecte l'intégrité de l’endothélium entraînant une perte 

des podocytes, une altération du diaphragme glomérulaire associée à une microalbuminurie 

accrue présente chez les souris Alk1ΔEC +/- diabétiques. L’ensemble de ces dommages 

contribuent aux fuites vasculaires aggravant la microalbuminurie.  
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Ces lésions ont un impact sur le podocyte-EC cross-talk, ce qui conduit à une augmentation de la 

synthèse de la matrice extracellulaire dans la membrane glomérulaire basale afin de compenser 

les dommages causés par la perte d’alk1 au cours de la néphropathie.  

Pour conclure, il faut mentionner que ces données suggèrent que la signalisation Alk1 joue un 

rôle crucial dans le maintien de l’intégrité vasculaire glomérulaire, la progression de la ND et la 

stabilité du diaphragme glomérulaire.  

 

 

Figure 7.1 résumée graphique du projet : Évaluation du rôle du récepteur Activin receptor like 

kinase type 1 dans un modèle de néphropathie diabétique. (Figure adaptée de : The glomerular 

basement membrane : not gone, just forgotten229 )

https://www.jci.org/articles/view/29488
https://www.jci.org/articles/view/29488
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8.1 Abstract 

Objectives: Diabetic macular edema (DME) is a major cause of visual impairment in diabetic 

retinopathy. It is caused by blood-retinal barrier breakdown that leads to vascular 

hyperpermeability. Current therapeutic approaches consist of retinal photocoagulation or 

targeting Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) to limit vascular leakage. However, long-

term intravitreal use of anti-VEGFs are associated with potential safety issue, and the 

identification of alternative regulators of vascular permeability may provide safer therapeutic 

options. The vascular specific Bone Morphogenetic Protein (BMP) receptor Activin-like kinase 

receptor type I (ALK1) and its circulating ligand BMP9 have been shown to be potent vascular 

quiescence factors, but their role in the context of microvascular permeability associated with 

hyperglycemia has not been evaluated.  

Approach and results: We investigated Alk1 signaling in hyperglycemic endothelial cells and 

assessed whether BMP9/Alk1 signaling could modulate vascular permeability. We show that high 

glucose concentrations impair Alk1 signaling, both in cultured endothelial cells and in a 

Streptozotocin (STZ) model of mouse diabetes. We observed that Alk1 signaling participates in 

the maintenance of vascular barrier function, as Alk1 haploinsufficiency worsens the vascular 

leakage observed in diabetic mice. Conversely, sustained delivery of BMP9 by adenoviral vectors 

significantly decreased the loss of retinal barrier function in diabetic mice. Mechanistically, we 

demonstrate that Alk1 signaling prevents VEGF-induced phosphorylation of VE-cadherin and 

induces the expression of Occludin, thus strengthening vascular barrier functions.  

Conclusions: From these data, we suggest that by preventing retinal vascular permeability, BMP9 

could serve as a novel therapeutic agent for DME. 
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8.2 Introduction 

Diabetic patients frequently suffer from ischemic vascular disease or wound healing defects. It 

has been established that chronic hyperglycemia associated with diabetes causes endothelial cell 

dysfunction, glycosylation of extracellular matrix proteins, as well as vascular denervation. 230  

These adverse effects ultimately impair vascular function and significantly increase the risks of 

complications such as renal failure, amputations, strokes, cardiopathies and blindness. 231  A 

frequent microvascular complication induced by diabetes is retinopathy, of which diabetic 

macular edema  (DME) is a major consequence 232, and is the leading cause of blindness in the 

diabetic population. 233 It has been reported that 27% of type 1 diabetic patients go on to develop 

macular edema within 9 years after the onset of diabetes, while in type 2 diabetic patients, the 

prevalence ranges from 3% within 5 years of diagnosis to 28% after 20 years234.  

DME is a complex disease of multifactorial origin and is the consequence of destabilization of the 

blood-retinal barrier (BRB) 235. BRB breakdown is typically caused by pericyte and endothelial cell 

loss and changes in vascular tight junctions, leading to vascular hyperpermeability (Romero-

Aroca, 2011; Shin, Sorenson, & Sheibani, 2014)236,234. The disruption of the BRB leads to the 

accumulation of fluid into the retina, resulting in tissue damage and, eventually, to vision loss . 

The pathogenesis of DME is thought to occur as a consequence of chronic hyperglycemia, along 

with the accumulation of free radicals, AGE proteins, and the subsequent induction of VEGF 238, 

leading to increased vascular permeability 5,8 Mechanistically, increased vascular permeability 

occurs as a consequence of disrupted cell-cell junctions in the endothelium and loss of junctional 

proteins such as occludin 239,240,241,242 Furthermore, increased VEGF signaling  can promote the 

activation of Src through the phosphorylation of VEGFR2, which leads to the phosphorylation and 

internalization of VE-cadherin and the loss of vasular adherens junctions 244,245Clinical trials and 

recent approval of anti-VEGFs for the treatment of diabetic retinopathy and DME have shown the 

benefits of VEGF inhibition for the prevention of vascular leakage and have demonstrated 

beneficial effects on visual acuity and retinal thickness; 17. However, despite encouraging results, 

intravitreal injection of anti-VEGF agents may be associated with systemic adverse events and 

devastating ocular complications   . Thus, there is a need to identify alternative signaling pathways 

to prevent vascular leakage in DME. 
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Among the causative factors involved in the progression of cardiovascular damage in diabetes is 

pericyte loss, increased capillary permeability, new vessel formation, endothelial cell death and 

capillary occlusion 247. These features of the pathological diabetic endothelium are characteristic 

of immature, poorly-remodeled blood vessels. In this regard, the endothelial-specific receptor 

Alk1 has been shown to be a critical inducer of blood vessel remodeling and maturation during 

vascular development174,248,249. Alk1 is a TGF-beta/Bone Morphogenetic Protein receptor 

expressed in endothelial cells 145. Following ligand binding, the activated receptor propagates the 

signal by phosphorylating members of the Smad family of transcription factors.  

Non-Smad signaling pathways have also been described for BMPs. 251,252,152 Recently published 

studies suggest that BMP9, which is produced by the liver and circulates in the bloodstream253, 

binds with high affinity to Alk1 in association with type II BMP receptors, including BMP receptor 

2 (BMPR2) and Activin Receptor 2B (ActRIIB) 254,255,256,158,257. Mice lacking Alk1 die early during 

embryonic development (E11) due to a severe lack of vascular remodeling249. The vessels in these 

mice are characterized by enlarged lumen, inadequate pericyte coverage, increased proliferation 

which leads to blood vessel rupture and hemorrhages 258,248,259,260In addition, we have previously 

shown that triggering Alk1 signaling in endothelial cells using its ligand BMP9 prevents VEGF-

induced signaling and promotes mature, stable vessels.152Hence, the phenotype associated with 

Alk1 deficiency is reminiscent of the vascular pathology observed in diabetic retinopathy. We 

therefore hypothesize that promoting Alk1 signaling in endothelial cells subjected to chronic 

hyperglycemic stress may prevent vascular damage and loss of junctional integrity leading to 

permeability.  

Here, we examined the protective role of BMP9 on hyperglycemia-induced vascular permeability 

in STZ-treated diabetic mice and human endothelial cells. The effect of BMP9 in VEGF-

independent and dependent microvascular permeability through key subcellular mechanisms and 

adherens and tight junction integrity in endothelial cells were evaluated. We demonstrated that 

BMP9/Alk1 signaling is impaired in endothelial cells exposed to hyperglycemic conditions, which 

can contribute to increased vascular permeability. Exogenous BMP9 was able to prevent vascular 

permeability in both endothelial cells subjected to hyperglycemia and STZ-treated diabetic mice. 
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Mechanistically, we showed that BMP9/Alk1 signaling induced the expression of occludin and 

prevented VEGF-induced VE-cadherin phosphorylation and stabilized adherens junctions. 
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8.3 Materials and methods 

The authors declare that all supporting data are available within the article and its online 

supplementary files. 

Cell culture 

Human Umbilical Endothelial Cells (HUVECs) were obtained from PromoCell and Human Retinal 

Microvascular Endothelial Cells (HRMECs) were obtained from Cell Systems and cultured in 

endothelial growth medium ECGM-2 (Lonza) and kept at 37°C and 5% CO2. For most experiments, 

cells were seeded in 6 well plates or 8 wells Millicell EZ Slide (Millipore) and grown to confluence 

before starvation overnight in EBM-2 minimal media (Lonza) supplemented with 0.5% FBS while 

exposed to D-glucose (5 mM, 11 mM or 25 mM) with or without BMP9 treatment for 18 hrs. As 

EBM-2 already contains 5 mM of D-Glucose, differential addition of glucose was added to media 

to obtain final concentrations.  

Animals 

C57BL/6J mice (Jackson Laboratories) were maintained in the animal research facility in 

Maisonneuve-Rosemont Hospital. All protocols were approved by the Animal Research Ethic 

committee of the research center. Tamoxifen-inducible Cdh5-CreErt2 and acvrl1 floxed mice were 

kindly provided by Ralf Adams and S. Paul Oh respectively. Cdh5-CreErt2 mice were crossed with 

acvrl1 floxed mice and gene deletion was induced by injection of 100 mg/kg tamoxifen dissolved 

in corn oil for five consecutive days to produce Alk1ΔEC mice. Cdh5-CreErt2 mice lacking the Alk1 

floxed allele injected with tamoxifen were used as control. To avoid variability, only males were 

used for all experiments, as they are more susceptible to STZ-induced diabetes 261 

Antibodies and reagents  

The following primary antibodies were used: ALK1; (human AF370; or mouse AF770; 0.4 µg/mL), 

Eng (AF1320; 0.2 µg/mL) were obtained from R&D Systems. pSmad1,5,9 (cs9511; 10 µM), Smad1 

(cs6944; 10 µM), pVEGFR2-Y951 (cs4991; 10 µM), VEGFR2 (cs55B11 or cs9698; 10 µM), pSrc 

(cs6943; 10 µM), Src (cs2108; 10 µM), peNOS (cs9570; 10 µM), pβ-catenin/Ser 675 (cs4176; 10 

µM) and eNOS (cs32027; 10 µM) were acquired from Cell Signaling Technology.  Anti-BMPR2 
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(ab96826; 0.5 µg/mL), ActR2B (ab135635; 0.7 µg/mL), pVE-Cadherin (ab119785; 1 µg/mL), 

Desmin (ab32362; 1.5 µg/mL) were obtained from Abcam. Antibodies against Occludin (40-4700; 

WB-0,25 µg/mL; IHC-0,8 µg/mL; Thermo Scientific) and VE-Cadherin (sc9989; 0,2 µg/mL) were 

used for WB while anti-VE-Cadherin (sc6458; 1µg/mL) was used for immunohistochemistry (Santa 

Cruz). Anti-β-actin (sc47778; 0,1 µg/mL) and β-catenin (sc7963; 0,2 µg/mL) were acquired from 

Santa Cruz. Claudin-5 (352588; 0,5 µg/mL) was purchased from Invitrogen. Recombinant human 

proteins rhBMP9 and rhVEGF-165 were obtained from R&D systems. Validated pre-designed 

siRNA against occludin (AM16708; AMBION), acvrl1 (s102659972) or scrambled control (QIAGEN) 

were used for permeability and signaling assays.  

Streptozotocin (STZ) induced diabetes  

Six to eight-week old C57BL/6J, Cdh5-Cre or Alk1ΔEC male mice were individually marked, 

weighed and their baseline blood glucose levels determined prior to STZ injection. Mice received 

daily intraperitoneal (IP) injections of 45 mg/Kg body weight STZ (Sigma-S0130) dissolved in sterile 

sodium citrate dehydrate buffer, pH 4.5 for 5 consecutive days (modified from(K. K. Wu & Huan, 

2008; Xu, Qaum, & Adamis, 2001)). For non-diabetic controls, mice received citrate buffer 

injections. Tail blood glucose was monitored (AlphaTrak 2) every week for up to 8 weeks after the 

final STZ injection. Mice were considered diabetic if their non-fasted blood glucose levels reached 

17 mM (300 mg/dL)262.   

Adenovirally-delivered BMP9 system (Ad-BMP9)  

Adenoviral constructs were produced and purified as previously described.152 Mice groups with 

stable hyperglycemia were randomly assigned to receive i.p. injections of 5 X 108 pfu of Ad-BMP9 

or empty vehicle adenovirus (CTL) once every 4 weeks.   

Flow cytometry analysis of cell surface expression/receptor internalization 

HUVECs cultured in the presence of 5, 11 or 25 mM D-glucose for 18 hours were stimulated with 

or without 5 ng/ml BMP9 for 30 minutes. Receptor internalization was halted by shifting the cells 

to ice followed by two washes in ice-cold PBS. Noninternalized ligand was stripped from the cell 

surface using freshly prepared, ice-cold acid stripping buffer (DMEM/0.2% BSA, pH 3.5 adjusted 

with HCl), followed by PBS washes. Cells were then incubated in the presence of Alk1 (AF370; 
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R&D systems; 1 µg/ml) or goat isotype control for 1 hour in FACS buffer (PBS/2% FBS). After 

washing the cells three times with ice-cold PBS, the cells were incubated in cold FACS buffer 

containing 1 μg/mL of anti goat Alexa488-conjugated secondary antibody for 1 h on ice. After 

washes, cells were analysed using a Fortessa (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo (TreeStar, 

Ashland, OR). The mean fluorescence intensity (MFI) of the cells for each data set was compared 

to negative control plates stained with an isotype antibody and the secondary antibody. 

In vivo Miles assay for vessel permeability 

Mice were injected intravenously with Evans Blue Dye (Sigma) (45µg/g of mice weight) and 2 

hours later were perfused with 9 mL of PBS.  Immediately after, eyes were enucleated and fixed 

in 4% paraformaldehyde and retinas were microsurgically removed and placed in formamide for 

24 hrs at 65 0C for Evans Blue extraction. Retinas were then dried and weighed on cotton wool 

paper. Absorbance maximum at 620 nm was read with a spectrophotometer (TECAN 1000). A 

background minimum absorbance at 740 nm was subtracted. The concentration of dye in the 

extracts was calculated from a standard curve of Evans blue in formamide. Retinal vascular 

permeability was normalized taking into consideration circulating Evans Blue plasma 

concentration, retinal dry weight and time of Evans Blue circulation, and calculated using a 

previously described equation262,263.  

To evaluate the functional mechanism by which BMP9 affects vascular leakage, a modified Miles 

assay on skin was performed264 Briefly, shaved mice injected three days prior with adenoviral 

particles were injected intravenously with 150 µL of Evans Blue in PBS (10 mg/mL) for 30 min, 

followed by subcutaneous injections of 50 µL VEGF (1 ng/µL) or PBS(Lim et al., 2014). After 45 

min, mice were sacrificed and equal dimension of skin regions sites were excised and placed in 

formamide for 48 hrs at 65 0C for Evans Blue extraction, followed by absorbance measurements 

with a microplate reader at 620 nm.  

In vitro EC monolayer permeability assay 

In vitro Evans Blue permeation assays were performed as previously described265. HUVECs were 

seeded (1,5 mL; 2 X 105 Cells) on the upper chamber of a fibronectin-coated transwell insert (0.4 

µm pore size; costar 6 Transwell permeable support (Corning)) and 3 mL of EGM2 media was 
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placed in the lower chamber. Cells were grown until full confluency was reached and were 

exposed to hyperglycemia or normoglycemia and treated with BMP9 as described above. After 

18 hrs, Evans Blue bound to albumin (2 mg of Evans Blue/100 mL of EBM2 supplemented with 

0.5% FBS-0.1% BSA) was added for 90 min in the upper chamber. The same media without Evans 

Blue was added to the lower chamber. To determine Evans Blue/Albumin extravasation across 

the EC layer, 1 mL samples were then removed from each side of chamber, vortexed and the 

Evans Blue concentration in the upper and lower chambers were measured at 620 nm for 

quantitative analysis, which was determined by calculating the Evans Blue ratio in the 

lower/upper chambers. In some experiments, HUVECs were transfected with control or occludin 

siRNA (2.5 pmol) 24 hours prior to seeding.  

In vitro ECIS permeability assay 

Endothelial barrier function analysis was achieved using electric cell-substrate impedance sensing 

system (ECIS Zθ, Applied Biophysics). HUVECs and HRMECs were seeded on Collagen-coated ECIS 

arrays each holding 8 wells with 10 electrodes per well (8W10E PET, Applied Biophysics). 

Electrodes were calibrated and baseline monitoring was measured for 1hr Before cell inoculation. 

Initial seeding density was ~50,000cells/cm2 for at least 24hrs at 370C in complete EC growth 

medium. The impedance of the cell culture was monitored with Multiple frequency/time (MFT) 

mode was for the real-time assessment of barrier function and cell monolayer confluency was 

estimated before rhBMP9 treatment (10 ng/mL) for 18h in minimal media containing 0,5% FBS. 

For the assessment of cell permeability after treatment, D-glucose was added for a final 

concentration of 11 mM and 25 mM and monitored in real time over 6 hrs. To assess the 

disruption of the EC barrier through paracellular pathway upon administration of D-glucose, a 

frequency of 4000 hz was assessed for further analysis.  

Immunohistochemistry 

HUVECS were grown on 8 wells Millicell EZ slides. After treatments, cells were permeabilized for 

3-5 min with pre-extraction buffer (Triton 0,1%, 100 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 200 mM 

sucrose, 10 mM Hepes in PBS) and fixed with ice cold Methanol for 5 min. In between washes, 

cells were incubated with primary antibodies in PBS-3% BSA O/N at 40C. Cells were then 
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incubated with secondary antibodies for 2 hours at room temperature in blocking medium. Slides 

were then mounted with fluoromount containing DAPI (Sigma) and visualized by confocal 

microscopy. Z-stacks were acquired and reconstructed into a 3D cell monolayer with Imaris 

software. For In vivo retinal IHC permeability visualization, lens was removed upon extraction and 

ocular globes were snap frozen in OCT molds using liquid nitrogen. Cross-sections of eyes were 

visualized after incubation with Alexa 488-labeled IsoB4 and Evans blue-albumin extravasation 

was visualized by confocal microscopy. 262In some experiments  

Statistical analysis 

All statistics were carried out with the Graphpad Prism 5.01 software. In experiments evaluating 

differences between 2 experimental groups, significance was assessed using Student t-test. 

ANOVA was used to evaluate statistical significance between 3 or more groups.  If the P value was 

< 0.05, Tukeys post hoc multiple comparison tests were performed to compare differences 

between pairs of means.  For colocalization experiments, Pearson’s correlation coefficient 

calculated using the COLOC toolkit  was used266.   All group data are shown as mean ± SEM and a 

p value < 0.05 was considered statistically significant.  

8.4 Results 

Hyperglycemia inhibits BMP9/ALK1/Smad1,5,9 signaling in endothelial cells.   

To investigate Alk1/BMP9 signaling in the vascular endothelium during hyperglycemic insult, we 

first exposed HUVECs for 18 hours to increasing concentrations of D-Glucose (i.e. 5, 11, 25 mM; 

Figure 8.1.A) or its non-metabolizable enantiomer, L-Glucose (Figure S8.1.A), followed by 

stimulation with 1 ng/ml BMP9 for up to 60 minutes. Immunoblotting showed that BMP9 induced 

rapid phosphorylation of Smad1,5,9 at 5mM D-Glucose, but this was inhibited when cells were 

exposed to 11 mM D-glucose (Figure 8.1.A). This inhibition was not observed in the presence of 

L-Glucose, which is not metabolized by mammalian cells (RUDNEY, 1940) (Figure S8.2.1A). A 2-

hour pre-treatment with D-glucose was sufficient to inhibit BMP9/Alk1 signaling, but the greatest 

inhibition was observed after 18 hours (Figure S8.1.B). A dose response of BMP9 under different 

concentrations of glucose also revealed that hyperglycemia inhibited BMP9 signaling at 

concentrations of up to 1 ng/mL, while no significant inhibition of Alk1 signaling was observed at 
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higher concentrations of BMP9 (Figure S8.1.C). Considering that endothelial of micro- and macro-

vascular origins can respond differently to hyperglycemia, we also evaluated the effects of high 

glucose concentrations in Human Microvascular Endothelial Cells (HRMECs). Similarly, to what we 

observed in HUVECs, a significant inhibition of BMP9/Smad1,5,9 signaling was observed in 

HRMECs at 11 mM D-glucose (Figure S8.1.D). These changes in BMP9/Smad1,5,9 signaling in 

hyperglycemic ECs were associated with significantly decreased levels of the Alk1 receptor after 

18 hrs (Figure 8.1.B). A time course also revealed that Alk1 levels started to decrease after 6 hours 

exposition to 11 mM D-glucose and maintained low expression for up to 72 hours (Figure S8.1.E). 

While Alk1 protein levels were decreased, significant changes in the expression of endoglin or 

type II BMP receptors BMPR2 and ActRIIb were however not observed (Figure 8.1.B).  

As hyperglycemia has recently been shown to alter the localization and signaling of endothelial 

receptors, including VEGFR2267 we evaluated the consequences of high glucose concentrations 

on Alk1 cell surface localization and internalization following BMP9 stimulation. Flow cytometry 

analysis of unpermeabilized HUVECs showed a significant reduction in cell surface expression of 

Alk1 in the presence of 11 and 25 mM D-glucose (Figure 8.1C). Treatment of HUVECs with BMP9 

resulted in decreased cell surface localization of Alk1 after 30 min at 5mM glucose, consistent 

with receptor internalization (Figure 8.1.D). However, Alk1 internalization following BMP9 

stimulation was significantly impaired in HUVECs cultured in the presence of 11 or 25 mM glucose 

(Figure 8.1.D). Using immunofluorescent staining, we also observed that Alk1 undergoes rapid 

internalization in HUVECs following BMP9 treatment in normoglycemic conditions, in line with 

our flow cytometry data and previously published results (Figure S8.1.F) (Kraehling et al., 2016). 

However, the intensity of Alk1 immunostaining, as well as the number of internalization vesicles 

following BMP9 stimulation were significantly reduced under hyperglycemic conditions (11mM) 

(Figure S8.1.F). Together, these data suggest that high glucose levels reduce Alk1 cell surface 

expression, while preventing receptor internalization following ligand stimulation, which may 

account for decreased BMP9-induced Smad1,5,9 phosphorylation observed in hyperglycemic 

ECs.We next evaluated whether we could detect changes in BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling in 

the endothelium of hyperglycemic mice. Diabetes was induced in C57BL/6J mice using STZ, as 

previously described 262,268, ta. Mice with blood glucose consistently above 17mM were 
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considered diabetic144. Eight weeks after the onset of hyperglycemia, analysis of circulating BMP9 

levels by ELISA showed no significant differences between normoglycemic and diabetic groups 

(Figure S8.1G). By contrast, we observed a significant reduction in the levels of Alk1 in endothelial 

rich pulmonary tissue, which was associated with reduced Smad1,5,9 phosphorylation (Figure 

8.1E). Immunofluorescent staining of retinas harvested from diabetic mice eight weeks after STZ 

injections also revealed a substantial decreased in Alk1 staining in retinal blood vessels (Figure 

8.1F). Together, these data suggest that hyperglycemia impairs Alk1 expression and signaling in 

endothelial cells. 

 

Figure 8.1. Hyperglycemia inhibits BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling In vivo and In vitro in 

endothelial cells. (A) HUVECs were exposed to normoglycemia or hyperglycemia (5 and 11 mM D-glucose) for 

18h before stimulation for up to 60 min with BMP9 followed by immunoblotting for pSmad1,5,9, Smad 1 or β-actin . 
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Representative blots are shown (upper panel) and bands were quantified by densitometry (lower panel). Total 

protein Smad1 and Internal β-actin reference antibody were used for normalizations and values are expressed as 

mean±SEM. Data represent the mean of three independent experiments. (B) HUVECs were exposed to 5 or 11mM 

D-glucose for 18 hours and processed for immunoblotting against ALK1, BMPR2, ActRIIb, Endoglin and β-actin. 

Representative blots are shown (upper panels) and bands were quantified by densitometry (lower panels). Internal 

β-actin reference antibody was used for normalizations and values are expressed as mean±SEM. Data represent the 

mean of four independent experiments. (C) Flow cytometry analysis of ALK1 cell surface expression. Data±SEM on 

graph represent the quantification of Mean Fluorescence Intensity (MFI) from four independent experiments. (D) 

Cell surface internalisation of ALK1 in HUVECs cultured in the presence of 5, 11 or 25 mM glucose with or without 

BMP9. Data±SEM on graphs represent the quantification of MFI from four independent experiments. € Six to eight 

weeks old C57/BL6 mice were injected i.p. with STZ. Eight weeks after onset of diabetes, pulmonary tissue was 

harvested and homogenates were analyzed with specific antibodies by immunoblotting. Blots were quantified by 

densitometry (lower panels). N=5 control mice, N=4 Diabetic mice. (F) Immunofluorescence on retinal cryosections 

revealed that Alk1 protein (green) show robust vascular expression in control retinas (upper panel) but is weakly 

expressed in blood vessels at 8 weeks after STZ injection (lower panel), as confirmed by colocalization with the 

vascular marker IsoB4. Representative images of three independent mice. Scale bar = 40 μm. Differences between 

means where analyzed using unpaired t test. * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 

Alk1 haploinsufficiency exacerbates retinal vascular permeability in DB mice. 

Alk1 plays an important role in the maintenance of vascular integrity and impaired BMP9/Alk1 

signaling results in increased vascular permeability269. As our data show a significant reduction in 

BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling in the hyperglycemic endothelium, we postulated that Alk1 

signaling may prevent vascular permeability in the retina, and that its inhibition in diabetic 

conditions could exacerbate hyperglycemia-induced vascular leakage (Figure 8.2.). We first 

evaluated whether specific loss of endothelial Alk1 was implicated in retinal vascular permeability 

under physiological conditions using mice with conditional deletion of acvrl1 in the endothelium 

(Alk1ΔEC). To detect vascular permeability, retinal Evans Blue-Albumin permeation was assessed 

as previously described 262,263Deletion of endothelial Alk1 protein in Alk1ΔEC mice following 

tamoxifen injections was confirmed by immunoblotting of lung tissue and immunofluorescent 

staining of retinas (Figure  S 8.2A,B). While Evans blue permeability in non-diabetic Alk1ΔEC 

heterozygoteous mice was not significantly different from control animals eight weeks after 

tamoxifen injections (Figure 8.2A), homozygous deletion of endothelial Alk1 in non-diabetic mice 

showed significantly higher retinal vascular albumin extravasation compared to control mice after 
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7 days (Figure 8.2B). Permeability experiments were performed after 7 days of deletion in 

Alk1ΔEC homozygous mice, as opposed to 8 weeks in heterozygous animals, as Alk1ΔEC 

homozygous mice display high lethality starting 10 days after tamoxifen injections. While 

homozygote Alk1ΔEC mice display enhanced retinal vascular permeability, no morphological 

changes such as arteriovenous malformations or dilation of the retinal vasculature were observed 

in adult mice 7 days after tamoxifen injection (Figure S8.2B). 

In light of our data suggesting that Alk1 levels are decreased in hyperglycemic mice, we evaluated 

whether Alk1 haploinsufficient mice would be more susceptible to hyperglycemia-induced 

vascular leakage.  To address this, control and heterozygous Alk1ΔEC mice were injected with STZ 

to induce diabetes and eight weeks after induction of diabetes, Evans blue permeation was 

evaluated in retinas (Figure 8.2C) 262,263. Histological assessment of the retinal vasculature 

revealed no significant difference in retinal capillaries between control and heterozygous Alk1ΔEC 

diabetic mice (Figure S8.2C). However, as reported 38,271,272,48,273 we observed an increase in Evans 

blue permeability in diabetic control mice compared to non-diabetic mice (Figure 8.2D). 

Furthermore, while we had previously observed that non-diabetic heterozygous Alk1ΔEC mice did 

not show any differences in vascular permeability (Figure 8.2A), they displayed a significant 

increase in retinal vascular permeability compared to control mice in diabetic conditions (Figure 

8.2D). These data suggest that Alk1 signaling contributes to the maintenance of vascular integrity, 

and that reduced Alk1 signaling can predispose to chronic hyperglycemia-induced vascular 

permeability. 
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Figure 8.2. Endothelial-specific loss of Alk1 exacerbates retinal permeability. (A) Measurement of 

Evans blue leakage in heterozygous Alk1ΔEC (N=8 mice) vs CTL (N=7 mice) mice or (B) homozygous Alk1ΔEC 

normoglycemic mice (N=8 mice) vs CTL mice (N=6 mice). (C) Experimental time line for the generation of diabetic 

heterozygote Alk1ΔEC mice, in which CRE-Ert2 expression was placed under the control of the VE-Cadherin promoter 

(Cdh5-CRE). Male adult mice were injected with tamoxifen, followed two weeks later by STZ injections. Evans Blue 

permeability experiments were performed 8 weeks after STZ injections. (D) Measurement of Evans Blue leakage in 

control normoglycemic (N=8 mice), control diabetic (N=6 mice) and diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice (N=8 mice) 

eight weeks after STZ injections. Cdh5-CRE tamoxifen-induced mice were used as control. Values expressed relative 

to control retinas ± SEM are shown. Differences between means were analyzed using One-way ANOVA with Tukeys 

multiple comparison test (C) or an unpaired student t test (A and B). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

BMP9 prevents vascular barrier permeability in DB retinas and hyperglycemic 

endothelial monolayer.  

As loss of Alk1 signaling exacerbates hyperglycemia-induced vascular permeability, we evaluated 

whether activation of Alk1 signaling could prevent vascular permeability induced by 

hyperglycemia. As our data show that BMP9 signaling is impaired in hyperglycemic endothelial 

cells due to reduced Alk1 expression, we used higher concentrations of BMP9 (10 ng/ml) in order 
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to more readily activate Alk1 signaling (Figure S8.1C). HUVECs monolayers plated in transwells 

were treated with or without human recombinant BMP9 (rhBMP9) for 18 hrs in normoglycemic 

(5mM) and hyperglycemic (11mM and 25mM) conditions, and diffusion of Evans blue from the 

upper chamber to the lower chamber was measured after 90 minutes. Our results show that 

hyperglycemia induces a significant increase in endothelial permeability and that BMP9 pre-

treatment prevented EB-albumin permeability across the EC monolayer under hyperglycemic 

conditions (25 mM) (Figure 8.3A). These data were also reproduced in retinal microvascular 

endothelial cells. HRMECs were subjected to high glucose and subjected to Evans blue 

permeability. Even though these ECs were less permeable than HUVECs when subjected to high 

glucose, BMP9 did reduce EB-albumin permeability at 25 mM glucose (Figure S8.3A).  

Further evidence for the ability of BMP9 to preserve endothelial barrier function was obtained 

from real-time analysis of transendothelial electric resistance 273Treatment of an intact 

monolayer of HUVECs (Figure 8.3B) or HRMECs (Figure S8.3B,C) with 25 mM D-glucose reduced 

endothelial monolayer impedance and hence provoked a drop in barrier function in the first 6 hr 

following D-glucose treatment. However, both HUVECs and HRMECs pre-treated with BMP9 for 

18 hours showed a markedly reduced drop in endothelial monolayer impedance (measured from 

an interval between 0 and 6 hr post glucose stimulation), confirming that BMP9 can help prevent 

hyperglycemia-induced permeability. 

We then inquired whether overexpression of circulating BMP9 using adenoviral-gene delivery 

could prevent retinal vascular leakage in diabetic mice. STZ-treated mice received intraperitoneal 

injections of adenoviral-BMP9 (AdBMP9) for eight weeks, which resulted in consistently elevated 

levels of circulating BMP9 ( ̴123 pg/mL after eight weeks; Figure S8.3D). No significant changes in 

mouse weight were observed throughout the length of the experiment (Figure S8.3E). 

Interestingly measurements of glycaemia after AdBMP9 injections showed a small but significant 

decrease in average blood glucose compared to baseline Ad-CTL levels (Figure 8.3C), which is 

consistent with a previous report showing that injections of recombinant BMP9 in mice reduces 

glycemia through the inhibition of gluconeogenesis 274. Sustained overexpression of BMP9 for 

eight weeks resulted in a significant decrease of vascular retinal Evans blue permeability in 

diabetic mice, compared to diabetic mice treated with control adenoviruses, with levels 
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comparable to non-diabetic baseline (Figure 8.3D). Visual appreciation of Evans blue permeability 

on retinal cross-sections showed Evans blue extravasation localization in the inner retinal blood 

barrier, which was not observed in BMP9-overexpressing diabetic mice (Figure 8.3E). It is 

noteworthy that no changes in perivascular cell coverage (SMA-positive smooth muscle cells or 

Desmin-positive pericytes) were observed in these retinas over the experimental time-frame 

(Figure S8.3F,G). 

 

Figure 8.3. BMP9 prevents vascular permeability in the hyperglycemic endothelium. (A) HUVEC 

monolayers in transwell boyden chambers following 18 hrs exposition to hyperglycemia (11 and 25 mM) or 

normoglycemia (5 mM) with or w/o BMP9 (10 ng/mL) were tested for Evans-Blue bound Albumin permeability 

(deposited in the upper-chamber for 90 min) and quantification of the ratio lower/upper chambers was performed. 

Data were generated from 3 independent experiments. (B) Transendothelial resistance measured in real time in 

HUVECs by ECIS demonstrates that BMP9 prevents the reduction of endothelial barrier function triggered by 

hyperglycemia (11 and 25 mM D-glucose). Results represent the mean±SEM of 5 separate experiments. (C) In vivo 
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time line of retinal Miles essay; male C57/Bl6J mice were injected with STZ or vehicle buffer. Blood glucose levels 

were monitored twice per week. When peak average glycaemia was reached 2 weeks after STZ injection, Ad-control 

or Ad-BMP9 were injected intraperitoneally. CTL (N=7 mice), Ad-CTL (N=8 mice), Ad-CTL DB (N=8 mice), Ad-BMP9 DB 

(n=8 mice). (D) Miles essay was performed to quantify Evans blue-Albumin complex extravasation in mouse retinas 

eight weeks after adenoviral injections. Ad-CTL (N=7 mice), Ad-BMP9 (N=4 mice), Ad-CTL diabetic (DB) (N=8 mice), 

Ad-BMP9 diabetic (DB) (N=8 mice). Quantification was normalized using dry weight of retinas. Data are represented 

as mean ± SEM. € Visualization of Evans Blue extravasation (red) by confocal microscopy on cross-sectional slices of 

retinas stained with IsoB4 (green) and DAPI (blue). Representative images of four mice. Scale bar = 40 μm. Differences 

between means were analyzed using a t test (A) or One-way ANOVA with the tukeys multicomparison test (C and D). 

Values are expressed as Mean±SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

BMP9 limits vascular permeability via inhibition of VEGF/VEGFR2 signaling.  

VEGF signaling plays a pivotal role in vascular permeability leading to the development of DME 

275,276,277,278Therefore, we investigated the underlying mechanisms behind BMP9-mediated 

inhibition of permeability and whether it can prevent vascular leakage through the modulation of 

VEGF-induced permeability. To address this, we first assessed whether BMP9 overexpression 

could suppress VEGF-induced permeability in a Miles assay.  Mice were injected with Ad-BMP9 

or Ad-CTL, and 72 hours later, after confirmation of BMP9 overexpression, we measured vascular 

permeability in response to VEGF by injecting recombinant VEGF subcutaneously and measuring 

Evans blue leakage. Our data demonstrate, as previously established, that VEGF significantly 

increases albumin-bound Evans blue permeability by ≈ 2.5 fold relative to PBS 

injections279,280,281282(Figure 8.4A,B). However, BMP9-overexpressing mice displayed significantly 

decreased VEGF-induced EB-albumin permeability. We could show that the effect of BMP9 on 

VEGF-induced permeability was dependent on vascular Alk1 expression in this assay, as 

overexpression of Ad-BMP9 in Alk1ΔEC homozygote mice did not prevent VEGF-induced 

permeability (Figure 8.4A). 

VEGF loosens cell junctions by activating a molecular cascade which results in the phosphorylation 

and internalisation of VE-cadherin 283 We therefore evaluated whether BMP9 affects the VEGF 

signaling cascade leading to the loss of adherens cell junctions. Vascular endothelial growth factor 

receptor 2 (VEGFR2) is a key receptor in VEGF-mediated downstream signal transduction. 

Following VEGF stimulation, VEGFR2 is phosphorylated at position Tyr951 in the intracellular 
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domain, which leads to Src phosphorylation, resulting in the phosphorylation and internalization 

of VE-cadherin 284,285. To evaluate the effects of BMP9 and hyperglycemia on VEGF signaling, 

HUVECs were treated with D-glucose (5, 11 or 25mM) and/or BMP9 (10ng/ml) for 18 hours before 

VEGF stimulation. Protein extracts from stimulated cells were harvested and processed for 

immunoblotting. We found that regardless of glucose levels, VEGFR2 Tyr951 phosphorylation was 

inhibited when HUVEC were pretreated for 18 hours with rhBMP9 before VEGF stimulation 

(Figure 8.4C). Since Src activation plays an essential role in VEGF-mediated permeability279,286 , 

we investigated whether EC pre-treatment with BMP9 in the same conditions could prevent Src 

phosphorylation in normoglycemic and hyperglycemic conditions. Our data show that Src 

phosphorylation is increased in ECs exposed to VEGF and that BMP9 prevents Src phosphorylation 

in both hyperglycemic and normoglycemic conditions (Figure 8.4C). Downstream of Src 

phosphorylation, phosphorylation of VE-cadherin has been shown to regulate vascular 

permeability, as phosphorylation of VE-cadherin at Tyr685 287controls the opening of endothelial 

cell junctions288,289. Hence, we analyzed whether BMP9 signal transduction alters the 

phosphorylation status of VE-cadherin in hyperglycemic conditions. Upon VEGF stimulation, 

phosphorylation of VE-cadherin was triggered. This increase in VEGF-dependent VE-cadherin 

phosphorylation was markedly increased at high glucose concentrations (25 mM). However, pre-

stimulation of HUVECs with BMP9 abrogated VEGF-induced phosphorylation of VE-cadherin, both 

in normoglycemic and hyperglycemic conditions (Figure 8.4C). Interestingly, while high glucose 

concentrations did not alter levels of β-catenin, BMP9 stimulation resulted in higher levels of β-

catenin. High levels of β-catenin in BMP9-stimulated cells may contribute to decreased VEGFR2 

phosphorylation, as β-catenin has previously been demonstrated to inhibit VEGFR2 

phosphorylation.244Finally, VEGF-induced phosphorylation of eNOS and subsequent modulation 

of NO levels have also been shown to be mediators of vascular permeability in diabetes 290 291and 

are thought to be key factors in the occurrence and development of DME 292,278 , decreasing the 

expression of cell junction proteins and leading to BRB breakdown. Our data show an increase in 

eNOS phosphorylation in ECs stimulated with 11 mM D-glucose upon VEGF stimulation, which 

was reduced by rhBMP9 pre-treatment (Figure 8.4C). Using HRMECs, we also observed that BMP9 

prevented VEGF-induced phosphorylation of VEGFR2, Src, VE-cadherin and eNOS in both 



135 

normoglycemic and hyperglycemic microvascular endothelial cells (Figure S8.4A). Together, 

these data show that BMP9 can prevent key VEGF signaling events leading to the loss of 

endothelial adherens junctions. Conversely, we observed that Alk1 loss-of-function led to 

increased VEGF-induced phosphorylation of the same key pathways involved in vascular 

permeability. HUVECs transfected with ACVRL1 siRNA displayed increased phosphorylation of 

VEGFR2 tyr951 following VEGF stimulation, which exacerbated downstream Src and VE-cadherin 

phosphorylation (Figure 8.4D). HRMECs transfected with ACVRL1 siRNA also displayed 

exacerbated phosphorylation of VEGFR2, Src, VE-cadherin and eNOS (Figure S8.4B). These 

observations were also confirmed in vivo in lung tissue extracted from homozygous Alk1ΔEC mice 

(Figure 8.4D). Together, our data show that BMP9 could prevent vascular permeability in part by 

mitigating VEGF signaling in endothelial cells.  

BMP9/Alk1 stabilizes occludin membrane localization in human ECs.  

Chronic hyperglycemia leads to destabilization of adherens and tight junctions in the endothelium 

14. For example, reduced vascular expression of the tight junction protein occludin has been 

reported in diabetes 14.  Furthermore, it is proposed that VEGF signalling, through 

phosphorylation of Src, leads to the internalization of VE-cadherin and the subsequent disruption 

of adherens junctions 283, . We therefore assessed whether BMP9 could modulate the expression 

of occludin and VE-cadherin in ECs. Analysis by qPCR of HUVECs treated with BMP9 for 3 hours 

showed that BMP9 significantly induced the expression of occludin, but had no effect on VE-

cadherin mRNA levels (Figure 8.5A). However, WB analysis revealed that VE-cadherin protein 

levels are reduced in HUVEC exposed to HG at 11 mM and 25 mM of D-Glucose but that BMP9 

pre-treatment stabilizes VE-cadherin levels in hyperglycemic conditions (Figure 8.4C; Figure 

8.5B), suggesting that high glucose lead to decreased VE-cadherin levels independently of gene 

transcription. We also evaluated the expression levels of claudin-5, an integral membrane protein 

and component of tight junctions, in response to hyperglycemia and BMP9 treatment but did not 

observe any significant changes (Figure 8.4C). However, we observed that the levels of the tight 

junction protein occludin, whose expression has been shown to correlate with an improved 

retinal vascular barrier function 293,294(p8), were significantly increased by BMP9 in normoglycemic 

and hyperglycemic conditions (Figure 8.5B).  
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While BMP9 maintained high levels of occludin, its expression was decreased in HUVECs 

transduced with acvrl1 siRNA and in Alk1ΔEC mice (Figure 8.5C). Confocal 3D rendering and 

quantification of HUVEC’s monolayers exposed to BMP9 and/or hyperglycemia show consistently 

that hyperglycemia reduces junctional co-localization of VE-cadherin and occludin at the 

junctional interface with a positive spearman correlation coefficient decreasing by almost half (11 

mM; r=0.11 and 25 mM; r=0.13) relative to control (5 mM; r=0.21) (Figure 8.5D; unprocessed 

images shown in Figure S285B); (Figure S8.5A). Interestingly, BMP9 treatment preserved 

membrane co-localization of VE-cadherin and occludin in hyperglycemic conditions (11 mM; 

r=0.21 and 25 mM; r=0.19) (Figure 2.5D; Figure S8.5A). To evaluate the contribution of occludin 

to BMP9’s anti-permeability properties, HUVECs were transfected with control or occludin siRNA 

(Figure S8.5C) and treated with BMP9 in normoglycemic or hyperglycemic conditions. As 

previously shown 295, , we observed increased Evans blue leakage in the presence of elevated 

glucose concentrations (11mM), and an inhibition in the presence of rhBMP9 (Figure 8.5E). As 

expected, cells transfected with occludin siRNA displayed increased permeability compared to 

control cells. Furthermore, BMP9 did not significantly inhibit hyperglycemia-induced permeability 

in the absence of occludin (Figure 8.5E).  Together, these data suggest that BMP9/Alk1 signaling 

can participate in the maintenance of cellular junctions through its induction of occludin 

expression under hyperglycemic conditions. 
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Figure 8.4. BMP9/ALK1 inhibits VEGF-induced permeability via inhibition of VEGF signalling in 

endothelial cells.  (A,B) VEGF-induced vascular leakage (45 min) of serum albumin-bound Evans Blue in the back 

skin of control (Cdh5Cre) or homozygote Alk1ΔEC mice (Alk1-/-) mice adenovirally overexpressing BMP9 or empty 

vector (CTRL). (A) Spectrophotometric analysis of vascular leakiness by formamide-extracted Evans Blue dye content. 

Evans Blue dye quantification of mice skin injected with VEGF (50 ng) overexpressing BMP9 was significantly 

decreased compared with that of skin injected with VEGF alone in CTRL-CRE mice, but not in Alk1 -/- mice. The results 

are expressed number of folds relative to control and are presented by mean ± SEM (N=7 mice/group (Control mice) 

or N=4 mice/group (Alk1-/- mice)). (B) Representative images of Evans blue extravasation in dorsal skin of control 

mice. (C) Immunoblotting of HUVECs stimulated with VEGF following pre-treatment with D-glucose (5, 11, 25 mM) 

and or BMP9 with specific antibodies directed against VEGF pathway signaling or permeability proteins. Densitometry 

quantification of a representative experiment are shown (lower panels) (N=3 experiments). (D) HUVECs transfected 
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with control or ACVRL1 siRNA (25 pmol/well) (left panel) were stimulated with or w/o VEGF (20 ng/mL) (N= 3 

experiments) and lung tissue extracted from homozygote Alk1ΔEC mice (right panel) were processed for 

immunoblotting with antibodies of signaling molecules involved in vascular permeability. Β-actin antibodies were 

used to control for total protein levels and/or with total protein normalization. Lower panels show quantification of 

immunoblots performed on lung tissues (N=3 mice/group). Data±SEM are shown and differences between means 

where analyzed using t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 8.5. BMP9/ALK1 activation stabilizes levels and membrane colocalization of VE-cadherin 

and Occludin in hyperglycemic cultured Ecs. (A) qPCR analysis of HUVECs treated with 10ng/ml rhBMP9 for 

3 hours. Occludin and VE-cadherin were quantified by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

(qRT-PCR) (Average of 3 experiments). (B) HUVECs were treated for 18h in normoglycemia or hyperglycemia (5, 11, 
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25 mM of D-glucose) with or without BMP9 treatment, and Occludin and VE-Cadherin protein levels were quantified 

in cell lysates by immunoblotting. (C) Protein extracts from HUVEC transfected with nontargeting (CTL) siRNA or 

siRNA directed against ACVRL1, treated with or without VEGF (20 ng/mL) (upper 139cclu) or from mouse pulmonary 

tissues harvested from homozygote Alk1ΔEC were analyzed by immunoblotting for 139ccluding expression. Lower 

panel: densitometric analysis of 139ccluding expression in lungs of control and Alk1ΔEC homozygote mice (N=3 

mice/group). (D) Immunofluorescence of HUVECs treated with D-glucose and/or BMP9, probed with specific 

antibodies for VE-cadherin and 139ccluding. A volumetric view of confocal Z-stack images of human transendothelial 

junctions with VE-Cadherin (Red channel) and 139ccluding tight junctions (green channels) was used for 3D 

representation. An additional yellow channel shows colocalization of VE-cadherin and 139ccluding at cell junctions 

with the ImarisColoc tool (Unprocessed images shown in Supplementary Figure VB). Running the software spot 

detection function in conjunction with the colocalization channel allowed for detection and quantification of 

colocalization events to calculate Pearson Correlation Coefficient (PCC) across the entire image field. Each 

representative images and quantification was pooled from an average of 20 Cells X4 fields ; untreated (5 mM, 0.21 ; 

11 mM, 0.11 ; 25 mM, 0.13) vs BMP9-treated (5 mM, 0.26 ; 11 mM, 0.21 ; 25 mM, 0.19). € Boyden chambers 

permeability assay on HUVECs transfected with 139ccluding siRNA.  Twenty-four hours post siRNA transfection, cells 

were treated with D-glucose with or without BMP9 (10 ng/mL) for 18 hrs, followed by Evans blue permeability test 

(N=3 independent experiments). Data±SEM is shown. Differences between means were analyzed using a student t 

test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

8.5 Discussion 

Chronic uncontrolled hyperglycemia can lead to increased retinal capillary permeability, resulting 

in the leakage of fluid into the surrounding tissue, causing macular edema and loss of visual acuity. 

275,297,247,298While anti-VEGF therapies have shown significant promise in the treatment of 

proliferating vessels in proliferative diabetic retinopathies, patients with DME appear to be more 

resistant to these treatments, suggesting that other factors might contribute to the retinal 

vascular leakage. 299,285,300 

Recent studies have indeed suggested that VEGF-independent mechanisms such as carbonic 

anhydrase301, netrins 302, erythropoietin303,304and  Semaphorin 3A 203also play a role in vascular 

permeability in DME. The data we present here suggest that the endothelial specific receptor Alk1 

participates in the maintenance of endothelial junctions via 2 distinct mechanisms, 1) by blocking 

VEGF-induced phosphorylation of Src VE-cadherin and 2) in a VEGF–independent manner, by 
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solidifying occludin junctions. Disruption of Alk1 under hyperglycemic conditions thus contributes 

to the loss of vascular integrity in DME (Figure S8.6).  

Alk1 signaling is critical for the development of mature, functional vessels, as is made evident by 

the phenotype of Alk1-deficient mice, which die by mid-gestation and display severe vascular 

developmental defects, including fusion of major arteries and veins, impaired placental vascular 

development and deficient perivascular cell coverage248,305. While many studies have helped 

uncover the mechanisms by which Alk1 contributes to vascular remodelling 152,306,307,308,309  

Its roles in the maintenance of endothelial junctions and vascular permeability are still unclear. A 

study by Rudini and colleagues showed that Alk1 co-immunoprecipitates with VE-cadherin, 

suggesting that it could play a role in the maintenance of stable endothelial junctions. 310 We 

show here that BMP9/Alk1 signaling prevents vascular leakage and that its loss leads to disrupted 

endothelial junctions and increased permeability. Our data suggest that this effect could originate 

at least in part by limiting VEGFR2 signaling, which results in reduced Src phosphorylation and 

internalization of VE-cadherin, and by promoting the expression of occludin, which is involved in 

the formation of tight junctions.  Interestingly, a recent study by Ola and colleagues has shown 

that loss of Alk1 results in increased phosphorylation of VEGFR2 on tyrosine 1175 306which may 

be a consequence of decreased VEGFR1 levels. Our data show that Alk1 also limits the 

phosphorylation of tyrosine 951 of VEGFR2, which is critical for the recruitment and 

phosphorylation of Src and the downstream phosphorylation of VE-cahderin 284,311. Alternatively, 

decreased VEGFR2 phosphorylation and downstream VEGF signaling in BMP9-treated ECs may be 

a consequence of elevated levels of β-catenin, which has previously been shown to restrict 

VEGFR2 phosphorylation244 although the mechanisms by which BMP9 affects β-catenin levels are 

unclear. Alk1 also participates in vascular barrier functions by promoting the expression of 

occludin, an important transmembrane protein involved in the maintenance of tight junctions. 

Studies have shown that tight junction proteins are reduced during the first few weeks of STZ-

induced diabetes in rats 240and correlate with increased vascular permeability 312. Moreover, 

occludin levels drop in diabetic retinas;239,312,313and the localization of the protein at endothelial 

junctions is altered 312. Our data are consistent with these findings and we show that BMP9 

prevents hyperglycemia-induced decrease of occludin expression and the delocalization of 
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occludin at cell junctions. Along with changes in occludin localization, VE-cadherin levels were 

also decreased in hyperglycemic ECs. These changes may reflect increased internalization of VE-

cadherin observed in hyperglycemia, or may be a consequence of increased proteolytic 

degradation, which occur as a result of increased MMP activity314. In hyperglycemic ECs, BMP9 

contributed to the maintenance of VE-cadherin protein levels, which may be a consequence of its 

inhibition of Src and VE-cadherin phosphorylation, which have been associated with protein 

degradation .Together, our data show that BMP9 prevents permeability induced by high glucose 

concentrations by maintaining the expression and junctional localization of occludin and VE-

cadherin in ECs. Studies have demonstrated that Sp1 is subject to dynamic O-GlcNAcylation in 

hyperglycemic conditions and that this modification results in decreased transcriptional activity 

of the protein. Given that the ACVRL1 promoter contains multiple Sp1 binding sites that are 

important for adequate gene expression, hyperglycemia may down-regulate Alk1 expression at 

least in part by repressing Sp1 transcriptional activity.  

8.6 Conclusion 

In summary, we show here that hyperglycemia induces changes in endothelial cells leading to 

decreased Alk1 signaling, which in turn affect the junctional integrity of the endothelium and 

contribute to the pathological vascular leakage associated with DME. Taken together, these data 

suggest that Alk1 signaling plays important roles in maintaining vascular integrity and that BMP9 

could help reverse heightened vascular permeability in DME.  

Highlights 

- Alk1 signaling is impaired in endothelial cells subjected to hyperglycemia 

- BMP9 prevents hyperglycemia-induced vascular permeability 

- BMP9 inhibits VEGF-induced signaling and permeability 

- Alk1 signaling leads to increased expression and junctional localization of the tight junction 

protein occludin, which contributes to the stabilization of endothelial junctions 
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Donnes supplémentaires 1er article  

 

Supplementary Figure 6.1. Glomerular expression of Alk1 in control and diabetic nephropathy 

patients. Quantification was performed by assessing glomerular staining intensity for Alk1 of tissue samples from 

2 healthy and 7 diabetic nephropathy patients.  
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Supplementary Figure 6. 2. Characterization of Alk1ΔEC+/- diabetic mice. A) Monitoring of blood 

glucose levels in wild type and Alk1ΔEC+/- mice following STZ injections. B) Expression of Alk1 in diabetic wild type 

or Alk1ΔEC+/- mice eight weeks following STZ injections. (n=8 mice/group). Scale bar: 25µm. 
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Supplementary Figure 6. 3. Analysis of electrolytes in non-diabetic and diabetic wild type and 

Alk1ΔEC+/- mice eight weeks following STZ injections. (n=8 mice/group). 
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Supplementary Figure 6.4. Analysis of electrolytes in wild type and Alk1ΔEC-/- seven days after 

tamoxifen delivery. (n=6 mice/group). **p<0.01. 
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Supplementary Figure 6. 5.  Effect of Alk1 suppression on the expression of basement membrane 

genes. Human Umbilical Endothelial Cells (HUVEC) were transfected with scrambled or acvrl1 siRNA. mRNA was 

harvested 48 hours after transfection and processed for quantitative PCR analysis for type IV collagen, fibronectin, 

laminin alpha4, laminin beta1, laminin beta2 and laminin gamma1. n=4 experiments done in triplicates. *p<0.05, ** 

p<0.01. 
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Donnes supplémentaires 2eme article  

 

Supplementary Figure 8.1. BMP9 signaling in hyperglycemic conditions. (A) Time course of Smad1,5,9 

phosphorylation in response to BMP9 (1 ng/mL for up to 60 min) in HUVECs after being conditioned to different 

doses of non-metabolizable L-Glucose for 18hrs. (B) Immunoblotting analysis of Smad1,5,9 phosphorylation in 

response to BMP9 (1 ng/mL) stimulation in HUVECs pre-treated with D-Glucose (5, 11, 25 mM) for different times (1 
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to 18 hours) in basal media containing 0,5% FBS. (C) BMP9 dose-response in HUVECs pre-treated with 5, 11 or 25 

mM D-glucose. Phosphorylated Smad1,5,9, total Smad1 antibody and β-actin levels were detected by 

immunoblotting. (D) HRMECs were exposed to normoglycemia or hyperglycemia (5 and 11 mM D-glucose) for 18h 

before stimulation for up to 60min with BMP9 followed by immunoblotting for pSmad1,5,9, Smad 1 or β-actin. 

Representative blots are shown (upper panel) and bands were quantified by densitometry (lower panel). Total 

protein Smad1 and Internal β-actin reference antibody were used for normalizations and values are expressed as 

mean±SEM. Data represent the mean of three independent experiments. (E) Representative Western blot (upper 

panel) and densitometric analysis (lower panel) of Alk1 protein in HRMECs stimulated for up to 72 hours with 5 mM 

or 11 mM Dglucose. Quantification data was pooled from 3 independent analysis. (F) Alk1 immunofluorence staining 

(red) of HUVECs treated for 18 hours with 5 or 11mM glucose before stimulation with or without 1ng/ml BMP9, 

visualized by confocal microscopy. Cells were counterstained with DAPI (blue). Scale bar: 20 µm. (G) BMP9 expression 

levels in control and diabetic STZ mouse plasma. BMP9 plasma levels were quantified with DuoSet ELISA mouse-

BMP9 kit after 8 weeks of diabetes in STZ-injected mice (n=4) or from vehicleinjected control mice (n=5). Error bars 

show SEM. Differences between means where analyzed using unpaired t test. * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 
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Supplementary Figure 8.2. Deletion of Alk1 in Alk1ΔEC mice. (A) Lungs were harvested from 8-week-old 

Alk1ΔEC mice injected for 5 consecutive days with tamoxifen. Protein extracts were subjected to Alk1 and β-actin 

immunoblotting and quantified by densitometry. Values are shown as mean±SEM. Control mice (N=4) and Alk1ΔEC 

(N=4). Differences between means where analyzed using unpaired t test. ***p<0.001. (B) Representative confocal 

images of Alk1 and IsoB4 immunofluorescent staining of retinas from control and Alk1ΔEC homozygote mice. Scale 

Bar: 50 μm. (C) IsoB4 staining of retinas from diabetic control or diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice. Scale Bar: 100 

μm. Representative of at least four individual mice. 
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Supplementary Figure 8.3. Effects of BMP9 on vascular permeability. (A) HRMECs in transwell boyden 

chambers following 18 hrs exposition to hyperglycemia (11 and 25 mM) or normoglycemia (5 mM) with or w/o BMP9 

(10 ng/mL) were tested for Evans-Blue bound Albumin permeability (deposited in the upperchamber for 90 min) and 
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quantification of the ratio lower/upper chambers was performed. Data were generated from 3 independent 

experiments. (B,C) Transendothelial resistance measured in real time in HRMECs treated with 5mM (B) or 25 mM (C) 

D-glucose by ECIS demonstrates that BMP9 prevents the reduction of endothelial barrier function triggered by 

hyperglycemia (C). Results represent the mean±SEM of 5 separate experiments. (D) ELISA of plasma concentrations 

levels of adeno-delivered BMP9 (or empty vector (control) in mice 8 weeks post STZ injections. Values are expressed 

as mean±SEM.  (E)  Mice weight measurement throughout 40 days period shown as percent variation from initial 

weights before STZ injections. Values are expressed as mean±SEM. (F) Retinal flatmounts stained with IsoB4 (ECs; 

Red) or Desmin (pericytes; green). Scale bar 60 µm. (G) Retinal flatmounts stained with IsoB4 (ECs; Red) or smooth 

muscle actin (SMA) (smooth muscle cells; green). Scale bar 30 µm. Differences between means were analyzed using 

a t test (A, D), *p<0.05 and One-Way ANOVA with Tukeys MCT (E). 
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Supplementary Figure 8.4. BMP9 inhibits VEGF signaling in HRMECs. (A) Immunoblotting of HRMECs 

stimulated with VEGF following pre-treatment with D-glucose (5, 11, 25 mM) and or BMP9 with specific antibodies 

directed against VEGF pathway signaling or permeability proteins. (Representative of 2 experiments). (B) HRMECs 

transfected with control or Alk1 siRNA (25 pmol/well) (left panel) were stimulated with or w/o VEGF (20 ng/mL) (N= 

2 experiments) and were processed for immunoblotting with antibodies of signaling molecules involved in vascular 

permeability. 
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Supplementary Figure 8.5. Effect of BMP9 on endothelial junctions. (A) HUVECs were exposed to 5, 11 

or 25 mM D-glucose before being treated with or without BMP9 (10 ng/mL) for 18hrs, processed for 

immunofluorescence and imaged by confocal microscopy using antibodies against VE-cadherin (red) and Occludin 

(green). (B) Unprocessed images of the panels shown in fig. 5D. Scale bars 10 µm. (C) HUVECs transfected with SiRNA 

control or occludin siRNA were processed for Occludin immunoblotting (48 hrs post-transfection). 
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Supplementary Figure 8.6. Graphic description of the main findings of the study. In a healthy mature 

retina, Alk1 is expressed in the endothelium, where it contributes to vascular integrity by restricting VEGF signaling 

and maintaining occludin expression. In hyperglycemic retinal endothelial cells, Alk1 signaling is impaired, leading to 

reduced occludin expression and exacerbated VEGF signaling, loosening endothelial cell junctions and vascular 

permeability. 
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