
HAL Id: tel-02518248
https://theses.hal.science/tel-02518248

Submitted on 25 Mar 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Rôles et fonctions de Vasorine, protéine osseuse, rénale
et vasculaire : étude in vivo dans la formation osseuse et

l’homéostasie phosphocalcique
Anne-Laure Bonnet

To cite this version:
Anne-Laure Bonnet. Rôles et fonctions de Vasorine, protéine osseuse, rénale et vasculaire : étude in
vivo dans la formation osseuse et l’homéostasie phosphocalcique. Médecine humaine et pathologie.
Université Sorbonne Paris Cité, 2018. Français. �NNT : 2018USPCB161�. �tel-02518248�

https://theses.hal.science/tel-02518248
https://hal.archives-ouvertes.fr


Université Paris Descartes

ED 592 Bio Sorbonne Paris Cité (BioSPC) 
EA 2496 / Pathologie, imagerie et biothérapies orofaciales 

Rôles et fonctions de Vasorine, protéine osseuse, rénale et vasculaire : étude in vivo dans la 

formation osseuse et l’homéostasie phosphocalcique 

Par Anne-Laure Bonnet 

Thèse de doctorat de Développement, Génétique, Reproduction, Neurobiologie et 

Vieillissement (DGRNV) 

Dirigée par le Pr Gaël Rochefort 

Présentée et soutenue publiquement le 23 Novembre 2018 

Devant un jury composé de : 

BLANGY Anne DR1 CNRS UMR_5237 CRBM Montpellier  Rapporteur 

MAGNE David PU CNRS UMR_5246 ICBMS Lyon  Rapporteur 

CHAUSSAIN Catherine PU-PH EA2496 Paris Descartes Examinateur 

LETAVERNIER Emmanuel  PU-PH INSERM UMR_1155 Sorbonne Université Examinateur 

MOLLA DE LA DURE Murielle PU-PH INSERM UMR_714 Paris Diderot Examinateur 

VELARD Frédéric  IR-HDR EA4691 Reims  Examinateur 

ROCHEFORT Gaël   PRA EA2496 Paris Descartes Directeur 

GAUCHER Céline  MCU-PH EA2496 Paris Descartes Invité 

SCHREWE Heiner  Professeur Max Planck Institute Berlin Invité 



2 
 

Remerciements 

J’adresse mes plus sincères remerciements, 

A mon directeur de thèse, le Professeur Gaël Rochefort et ma co-encadrante de thèse, le Docteur 

Céline Gaucher.  

 Depuis 4 ans maintenant, vous m’avez encadrée sur ce vaste sujet, Vasorine. Merci pour votre 

gentillesse et votre disponibilité quasi-permanente. Vous avez su répondre avec patience à toutes mes 

questions, réagir face à toutes mes erreurs. 

 
A Madame le Professeur Catherine Chaussain,  

 Vous m’avez accueillie au sein de votre laboratoire et vous m’avez enseigné vos connaissances 

mais aussi montré la rigueur de la recherche. Je vous remercie de m’avoir accompagnée jusqu’ici. 

A Monsieur le Professeur David Magne,  

Vous m’avez fait l’honneur de rapporter ce travail.  

A Madame le Docteur Anne Blangy,   

Vous m’avez fait l’honneur de rapporter ce travail. 

A Monsieur le Docteur Frédéric Velard,  

Pour me faire l’honneur d’évaluer ce travail.  

A Madame le Professeur Murielle Molla de la Dure,  

Pour me faire l’honneur d’évaluer ce travail. 

A Monsieur le Professeur Emmanuel Letavernier,  

Pour me faire l’honneur d’évaluer ce travail. 

A Monsieur le Professeur Heiner Schrewe, 

 Pour me faire l’honneur de votre présence. Je vous remercie pour vos précieux conseils et 

votre gentillesse. Apprendre à vos côtés fut très enrichissant. 

 

Je tiens également à remercier l’ensemble des membres du laboratoire EA 2496. Depuis le M1 pour 

certains, vous avez toujours été là pour moi. Travailler avec vous est un plaisir. Vous avez su répéter, 

répéter et encore répéter. Les souris, les génotypages, la coupe et les colorations n’ont plus de secret 

pour moi. 



3 
 

Merci à l’ensemble des équipes du consortium Vasorine. Vous avez pris le temps de reprendre tout 

depuis le début, de l’anatomie des reins aux fonctions des vaisseaux. Merci pour votre patience et 

votre disponibilité. 

 

Enfin je remercie mes amis et ma famille. Vous avez su me réconforter quand il le fallait, me soutenir 

et surtout me rendre heureuse. Mikhael, Raphaelle, … beaucoup de choses ont changé depuis le début 

de ma thèse, vous êtes mon centre du monde, je vous aime.  

	 	



4 
 

Table	des	matières	
Remerciements .................................................................................................................. 2 

Table des figures ................................................................................................................ 6 

Liste des principales abréviations ....................................................................................... 8 

1 Introduction .............................................................................................................. 10 
1.1 Vasorine ......................................................................................................................... 12 

1.1.1 Review ............................................................................................................................................. 12 
1.1.2 Vasorine dans les tissus crânio-faciaux ........................................................................................... 32 

1.2 Modelage et remodelage osseux .................................................................................... 34 
1.2.1 Les cellules osseuses ....................................................................................................................... 34 
1.2.2 Modelage (ossification primaire) .................................................................................................... 45 
1.2.3 Croissance (ossification secondaire) ............................................................................................... 48 
1.2.4 Remodelage (ossification tertiaire) ................................................................................................. 50 

1.3 Le métabolisme phosphocalcique et le dialogue rein/os ................................................. 52 
1.3.1 Les hormones osseuses ................................................................................................................... 52 
1.3.2 Homéostasie phosphocalcique ....................................................................................................... 53 
1.3.3 Rappel anatomie rénale .................................................................................................................. 55 
1.3.4 Physiopathologie rénale et comorbidités ....................................................................................... 64 

1.4 Les vaisseaux .................................................................................................................. 68 
1.4.1 Organisation/architecture/cellules ................................................................................................. 68 

2 Matériel et méthodes ................................................................................................ 70 
2.1 Les lignées de souris ....................................................................................................... 70 

2.1.1 Les souris Vasn Knock-Out .............................................................................................................. 70 
2.1.2 Les souris Vasn-LacZ ........................................................................................................................ 71 
2.1.3 Les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM ....................................................................................... 72 

2.2 Modes de prélèvement des fluides biologiques .............................................................. 73 
2.2.1 Prélèvements urinaires ................................................................................................................... 73 
2.2.2 Prélèvements sanguins ................................................................................................................... 73 

2.3 Histologie ....................................................................................................................... 74 
2.3.1 Inclusions des tissus ........................................................................................................................ 74 
2.3.2 Colorations standard ....................................................................................................................... 75 

2.4 Biochimie ....................................................................................................................... 77 
2.4.1 Immuno Histo Chimie ..................................................................................................................... 77 
2.4.2 Dosage Ca/ P ................................................................................................................................... 78 
2.4.3 Konelab ........................................................................................................................................... 78 
2.4.4 ELISA marqueurs sériques et urinaires ........................................................................................... 78 

2.5 Imagerie ......................................................................................................................... 78 
2.5.1 Micro CT .......................................................................................................................................... 78 
2.5.2 Microscopie Electronique à Transmission (MET) ............................................................................ 78 
2.5.3 Spectrométrie IR ............................................................................................................................. 79 
2.5.4 Échographie cardiaque ................................................................................................................... 79 

2.6 Analyses statistiques ...................................................................................................... 79 

3 Résultats ................................................................................................................... 80 
3.1 Développement pathologique des souriceaux Vasorine -/- ............................................. 80 

3.1.1 Caractéristiques générales .............................................................................................................. 80 



5 
 

3.1.2 Phénotype osseux ........................................................................................................................... 81 
3.1.3 Phénotype rénal .............................................................................................................................. 89 
3.1.4 Phénotype cardiaque et vasculaire ............................................................................................... 101 

3.2 Localisation de l’expression de Vasorine ....................................................................... 105 
3.2.1 Comment détecter Vasorine ? ...................................................................................................... 105 
3.2.2 Forte expression de Vasorine dans les reins et l’aorte ................................................................. 106 
3.2.3 Expression de Vasorine dans le tissu osseux ................................................................................. 108 

3.3 Comparaison aux souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM induites à l’âge adulte ............ 114 
3.3.1 Phénotype osseux similaire aux souriceaux Vasorine -/- .............................................................. 114 
3.3.2 Atteinte rénale sévère .................................................................................................................. 118 

3.4 Études in vitro en cours ................................................................................................ 122 

4 Discussion ............................................................................................................... 123 

5 Perspectives ............................................................................................................ 129 
5.1 Etude in vitro des ostéoclastes et ostéoblastes ............................................................. 129 
5.2 Nouveaux modèles animaux inductibles tissus spécifiques ........................................... 129 
5.3 Transcriptomes ............................................................................................................ 129 
5.4 Recherche de variants de Vasn dans les génomes de cohortes de patients atteints de SN, 

TMO-MRC ................................................................................................................................ 130 

6 Annexes .................................................................................................................. 131 

7 Bibliographie ........................................................................................................... 132 
 
  



6 
 

Table des figures 
 
Figure 1 Consortium Vasorine ............................................................................................................... 11 
Figure 2 Taux de mortalité des souris Vasn KO ..................................................................................... 32 
Figure 3 Comparaison d’une souris Vasn KO et WT d’une même portée ............................................. 33 
Figure 4 Expression de Vasn au sein des différents tissus .................................................................... 33 
Figure 5 Expression de Vasn dans la dent ............................................................................................. 34 
Figure 6 Différenciation des cellules souches mésenchymateuses ...................................................... 35 
Figure 7 Ostéocyte ................................................................................................................................ 36 
Figure 8 Mécanotransduction ostéocytaire .......................................................................................... 37 
Figure 9 Sclérostine et le remodelage osseux ....................................................................................... 38 
Figure 10 Ostéoclaste en Microscopie Électronique à Transmission .................................................... 39 
Figure 11 Différenciation des cellules de la lignée ostéoclastique ....................................................... 40 
Figure 12 Mécanisme fonctionnel de l'ostéoclaste ............................................................................... 41 
Figure 13 Composants du point focal d'adhérence .............................................................................. 42 
Figure 14 Chondrocytes : Groupement isogénique axial ...................................................................... 43 
Figure 15 Différenciation et sécrétion des chondrocytes ..................................................................... 44 
Figure 16 Contrôle transcriptionnel de la différenciation des lignées ostéoblastique et chondrocytaire
 .............................................................................................................................................................. 45 
Figure 17 Ossification endochondrale des os longs .............................................................................. 46 
Figure 18 Ossification diaphysaire ........................................................................................................ 47 
Figure 19 Plaque de croissance ............................................................................................................. 49 
Figure 20 Remodelage osseux ............................................................................................................... 51 
Figure 21 Métabolisme phosphocalcique ............................................................................................. 54 
Figure 22 Anatomie rénale .................................................................................................................... 55 
Figure 23 Histologie d’un rein d’une souris WT âgée de 21 jours ......................................................... 56 
Figure 24 Le néphron, unité de filtration .............................................................................................. 57 
Figure 25 Schématisation du glomérule ............................................................................................... 58 
Figure 26 Glomérule d’une souris WT en MET ..................................................................................... 59 
Figure 27 L'endothelium glomérulaire fenêtré ..................................................................................... 60 
Figure 28 Les trois barrières de filtration .............................................................................................. 61 
Figure 29 Pédicelles et podocytes ......................................................................................................... 62 
Figure 30 Schématisation du diaphragme de fente .............................................................................. 63 
Figure 31 Mobilité des principales protéines urinaires ......................................................................... 65 
Figure 32 Pathologies osseuses et calcifications vasculaires dans la maladie rénale chronique (MRC)67 
Figure 33 Schéma du réseau vasculaire artériel et veineux humain et ultrastructure de la paroi 
artérielle ................................................................................................................................................ 69 
Figure 34 Construction des souris Vasn KO ........................................................................................... 70 
Figure 35 Génotypage de souris Vasn KO ............................................................................................. 71 
Figure 36 Génotypage des souris Vasn LacZ ......................................................................................... 72 
Figure 37 Génotypage des souris LoxP .................................................................................................. 73 
Figure 38 Courbes de poids des souris WT, Vasn Hz et Vasn KO .......................................................... 80 
Figure 39 Taille d 'une souris WT et Vasn KO âgée de 21 jours d'une même portée ............................ 81 
Figure 40 Différences morphologiques du squelette axial et appendiculaire ...................................... 82 
Figure 41 Une plaque de croissance réduite ......................................................................................... 83 
Figure 42 Ostéopénie fémorale chez les souris Vasn KO ...................................................................... 84 
Figure 43 Ostéopénie alvéolaire chez les souris KO .............................................................................. 86 
Figure 44 Résorption augmentée chez les souris Vasn KO ................................................................... 87 
Figure 45 Calcémie ionisée et phosphatémie plasmatique des souris Vasn KO et WT ......................... 88 
Figure 46 Tubules dilatés et remplis de cylindres chez les souris Vasn KO ........................................... 89 
Figure 47 Absence de calcification dans les tubules dilatés des souris Vasn KO .................................. 90 



7 
 

Figure 48 Amas de protéines dans les tubules dilatés .......................................................................... 91 
Figure 49 Caractérisation des tubules affectés ..................................................................................... 92 
Figure 50 Anomalies de structure glomérulaire des souris Vasn KO à J21 ........................................... 93 
Figure 51 MET d'un glomérule d'une souris Vasn KO à J21 .................................................................. 94 
Figure 52 Bilan sanguin des souris Vasn KO .......................................................................................... 95 
Figure 53 Électrophorèse des urines de souris Vasn KO et WT à J7 et J21 ........................................... 96 
Figure 54 Protéinurie chez les souris Vasn KO à J21 ............................................................................. 97 
Figure 55 Ascite intrapéritonéale chez les souris Vasn KO à 21 jours ................................................... 98 
Figure 56 MET des glomérules des souris WT et Vasn KO à J21 ........................................................... 99 
Figure 57 Podocyte d’une souris Vasn KO à J21 .................................................................................... 99 
Figure 58 Tube contourné proximal d’une souris Vasn KO à J21, rempli de protéines ...................... 100 
Figure 59 Continuité de la MBG d’une souris Vasn KO à J21 .............................................................. 100 
Figure 60 Valve aortique d’une souris WT et Vasn KO à J21 ............................................................... 101 
Figure 61 Micro CT à rayon X injectée d'une souris Vasn KO et d’une souris WT ............................... 102 
Figure 62 Micro CT à rayon X injectée d’un cerveau d’une souris Vasn KO et d’une souris WT à J21 103 
Figure 63 Accidents Vasculaires Hémorragiques chez les souris Vasn KO .......................................... 104 
Figure 64 Structure de l'aorte d’une souris Vasn KO à J14 ................................................................. 104 
Figure 65 Expression de Vasn dans l'aorte .......................................................................................... 106 
Figure 66 Expression Rénale de Vasn .................................................................................................. 107 
Figure 67 Os trabéculaire du fémur, zone d’intérêt ............................................................................ 108 
Figure 68 Ostéoblastes et Vasn au sein de l'os trabéculaire fémoral ................................................. 109 
Figure 69 Zone d'intérêt au sein de l'os alvéolaire ............................................................................. 110 
Figure 70 Ostéoblastes et Vasn au sein de l'os alvéolaire ................................................................... 111 
Figure 71 Ostéoclastes et Vasn au sein de l'os trabéculaire fémoral .................................................. 112 
Figure 72 Ostéoclastes et Vasn au sein de l'os alvéolaire ................................................................... 113 
Figure 73 Ostéopénie fémorale des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM ....................................... 115 
Figure 74 Une résorption augmentée chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM ....................... 116 
Figure 75 Concentration urinaire de Ctx ............................................................................................. 117 
Figure 76 Concentration plasmatique de l'ALP ................................................................................... 117 
Figure 77 Une atteinte tubulaire et glomérulaire chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM ..... 119 
Figure 78 Courbes de poids des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM .............................................. 120 
Figure 79 Quantité d'ascite intra péritonéale ..................................................................................... 121 
Figure 80 Protéinurie chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM .............................................. 121 
Figure 81 Expression membranaire de Vasn par les précurseurs ostéoclastiques humains ............... 122 
Figure 82 Métabolisme phosphocalcique et MRC .............................................................................. 126 



8 
 

Liste des principales abréviations 

ALP : alcaline phosphatase 

AQP2 : Aquaporine 

BGAL : B Galactosidase  

BV/TV : bone volume/ tissue Volume 

CML : Cellule Musculaire Lisse 

CMLV : Cellule Musculaire Lisse Vasculaire 

CRE - : vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-/- injectées  

CRE + : flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM injectées 

CRE + non inj : Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM non injectées  

CV : calcifications vasculaires  

EDTA : éthylène diamine tétra-acétique 

HTA : hypertension artérielle  

Hz : hétérozygote 

IHC : immuno histo chimie 

IL : interleukine 

IRC : Insuffisance Rénale Chronique 

KO : knock out 

M-CSF : macrophage colony stimulating factor 

MBG : membrane basale glomérulaire  

MEC : matrice extra cellulaire 

MET : microscopie électronique à transmission  

Micro-CT : micro-tomodensitométrie 

MMP : metalloproteinases 

MRC : maladie rénale chronique 

NCC : sodium chloride cotransporter 

OPG : ostéoprotégérine  

PCNA : proliferating cell nuclear antigen 

PTH : Parathormone  

RANK : récepteur pour l’activation du facteur de transcription NFκB 

RANKL : ligand du récepteur RANK  

Tb.N : trabecular number 

Tb.Sp : trabecular spacing 



9 
 

Tb.Th : trabecular thickness 

TGFB : Transforming Growth Facteur beta 

THP : Tamm-Horsfall Protein 

TMO : troubles du métabolisme minéral osseux 

TRAP : phosphatase acide tartrate-résistante  

Vasn : vasorine 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

WT: wild type 

XGAL : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside 

 

  



10 
 

1 Introduction	
Le gène Vasorine a été découvert en 2004, et initialement étudié dans le contexte du développement. 

La Vasorine (Vasn) est une protéine transmembranaire de type I, de petite taille (110 kDa), mise en 

évidence chez la souris adulte dans plusieurs tissus tels que les gros vaisseaux, les os et les reins. Le 

rôle précis de Vasn est aujourd’hui inconnu. Cependant il apparaît dans la littérature que Vasn pourrait 

jouer un rôle dans le développement, la cicatrisation vasculaire et son expression serait modifiée lors 

de maladies rénales. Une étude réalisée par l’équipe allemande du Pr Schrewe a également montré un 

impact de la délétion de Vasn sur la croissance osseuse (données non publiées). 

La recherche de nouveaux gènes cibles est actuellement un champ d’investigation important mis en 

place dans les laboratoires de recherche fondamentale en collaboration avec les centres de référence 

maladies rares. De nombreuses pathologies osseuses, rénales et vasculaires restent encore 

inexpliquées, et bien qu’à ce jour aucun variant de Vasn n’ait été associé à une pathologie humaine, 

cela n’exclut pas le lien entre cette protéine et une pathologie. L’identification des marqueurs précoces 

de ces pathologies ainsi que celle des voies moléculaires et des protéines défaillantes reste nécessaire. 

Ainsi, un dialogue entre l'homéostasie osseuse et le rein a été révélé par l'association de maladies 

rénales chroniques (MRC) et de troubles du métabolisme minéral osseux (TMO). Les anomalies 

observées dans cet ensemble MRC-TMO engendrent des calcifications vasculaires, une cause majeure 

de mortalité chez les patients dialysés. Ceci souligne la nécessité d'identifier des marqueurs sensibles 

et précoces de ces pathologies afin de déterminer l'origine de la pathologie rénale et de choisir pour 

chaque patient la thérapeutique la plus efficace.  

Deux grandes voies de signalisation ont été associées à Vasn dans la littérature : la voie TGFß dans un 

modèle murin vasculaire ainsi que dans des cellules cancéreuses humaines ; et la voie Notch dans les 

cellules humaines de carcinome hépatocellulaire. Vasn serait responsable d’une inhibition de la voie 

TGFß par liaison directe et séquestration des isoformes TGFß1, TGFß2, TGFß3. En parallèle, une étude 

récente décrit un rôle de Vasn dans la stabilisation de Notch1 au niveau membranaire permettant le 

clivage et la libération de la forme active de Notch, NICD1.  

L’objectif de ce travail a été de comprendre les principaux rôles et fonctions de Vasn à travers plusieurs 

modèles animaux ; les souris Vasn knock-out (KO) constitutif dans un premier temps, puis les souris 

Vasn KO inductible (Cassette Cre-Lox inductible). La première partie de cette thèse décrit l’installation 

générale du phénotype dans les différents organes affectés chez les souris Vasn KO. Dans une 

deuxième partie, l’étude du modèle Vasn KO inductible a permis de supprimer l’expression de Vasn 

sur des souris adulte et ainsi de s’affranchir des répercussions de la délétion de Vasn dans le 

développement, plus particulièrement lors de la formation de l’os et l'homéostasie phosphocalcique.  
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Mon travail s’inscrit au cœur du projet ANR obtenu en 2017, intitulé VASORINE : Rôle de la Vasorine 

dans le dialogue rein, os et vaisseaux. L’équipe EA2496 dans laquelle j’effectue ma thèse est l’équipe 

qui porte et coordonne ce projet. Elle apporte ses connaissances sur les tissus calcifiés et les troubles 

osseux et dentaires rares.  

Un consortium de 5 équipes a été réuni autour de ce projet afin d’apporter une expertise dans les 

domaines suivants : l’EA 2496 déjà citée, l’équipe Inserm U1088 du Pr S. Kamel (Amiens) travaille sur 

les calcifications vasculaires ; l’équipe Inserm U970 du Pr PL Tharaux (PARCC) analyse les mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués dans les maladies microvasculaires rénales et les 

podocytopathies ; l’équipe Inserm U1138 du Pr P. Houillier (Centre de recherche des Cordeliers) 

travaille sur la physiologie des tubules et du métabolisme minéral ; enfin l’équipe du Pr Heiner Schrewe 

(MPI for Molecular Genetics) permet de fournir tous les modèles animaux nécessaires pour explorer 

la ou les fonctions de Vasn, ainsi qu’une expertise moléculaire. 

 

  

France
EA2496

C. Chaussain

Germany
MPI for Molecular

genetics
H. Schrewe

France
U1088

S. Kamel

France
U970

P.L. Tharaux

France
U1138

P. Houillier

Vas orin

Figure 1 Consortium Vasorine 

Représentation des 5 équipes constitutives du consortium Vasorine 

associées à leur domaine d’expertise 
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1.1 Vasorine 

1.1.1 Review		

Seuls 17 articles mentionnant Vasn sont parus dans la littérature depuis la première publication d’Ikeda 

et al en 2004. Une partie de ces études concerne la recherche de biomarqueurs précoces de 

pathologies tels que les cancers ou néphropathies. L’expression, le rôle et les interactions de Vasn sont 

quant à eux, peu étudiés. Il semblait donc important, au travers d’un recensement exhaustif de la 

littérature, de préciser les connaissances déjà existantes sur ce sujet.  



13 
 

 



14 
 

 
  



15 
 

 
  



16 
 

 
  



17 
 

 
  



18 
 

 
  



19 
 

 
  



20 
 

 
  



21 
 

 
  



22 
 

 
  



23 
 

 
  



24 
 

 
  



25 
 

 
  



26 
 

 
  



27 
 

 
  



28 
 

 
  



29 
 

 
  



30 
 

 



31 
 

 

A)  

 
B) 
 
VASN_HUMAN      MCSRVP-LLLPLLLLLALGPGVQGCPSGCQCSQPQTVFCTARQGTTVPRDVPPDTVGLYV 59 
VASN_MOUSE      MHSRSCLPPLLLLLLVLLGSGVQGCPSGCQCNQPQTVFCTARQGTTVPRDVPPDTVGLYI 60 
                * **     * ****: ** ***********.***************************: 
 
VASN_HUMAN      FENGITMLDAGSFAGLPGLQLLDLSQNQIASLPSGVFQPLANLSNLDLTANRLHEITNET 119 
VASN_MOUSE      FENGITTLDVGCFAGLPGLQLLDLSQNQITSLPGGIFQPLVNLSNLDLTANKLHEISNET 120 
                ****** **.*.*****************:***.*:****.**********:****:*** 
 
VASN_HUMAN      FRGLRRLERLYLGKNRIRHIQPGAFDTLDRLLELKLQDNELRALPPLRLPRLLLLDLSHN 179 
VASN_MOUSE      FRGLRRLERLYLGKNRIRHIQPGAFDALDRLLELKLPDNELRVLPPLHLPRLLLLDLSHN 180 
                **************************:********* *****.****:************ 
 
VASN_HUMAN      SLLALEPGILDTANVEALRLAGLGLQQLDEGLFSRLRNLHDLDVSDNQLERVPPVIRGLR 239 
VASN_MOUSE      SIPALEAGILDTANVEALRLAGLGLRQLDEGLFGRLLNLHDLDVSDNQLEHMPSVIQGLR 240 
                *: *** ******************:*******.** *************::* **:*** 
 
VASN_HUMAN      GLTRLRLAGNTRIAQLRPEDLAGLAALQELDVSNLSLQALPGDLSGLFPRLRLLAAARNP 299 
VASN_MOUSE      GLTRLRLAGNTRIAQIRPEDLAGLTALQELDVSNLSLQALPSDLSSLFPRLRLLAAARNP 300 
                ***************:********:****************.***.************** 
 
VASN_HUMAN      FNCVCPLSWFGPWVRESHVTLASPEETRCHFPPKNAGRLLLELDYADFGCPATTTTATVP 359 
VASN_MOUSE      FNCLCPLSWFGPWVRENHVVLASPEETRCHFPPKNAGRLLLDLDYADFGCPVTTTTATVP 360 
                ***:************.**.*********************:*********.******** 
 
VASN_HUMAN      TTRPVVREPTALSSSLAPTWLSPTEPATEAPSPPSTAPPTVGPVPQPQDCPPSTCLNGGT 419 
VASN_MOUSE      TIRSTIREPTLSTSSQAPTWPSLTEPTTQASTVLSTAPPTMRPAPQPQDCPASICLNGGS 420 
                * * .:****  :** **** * ***:*:* :  ******: *.******* * *****: 
 
VASN_HUMAN      CHLGTRHHLACLCPEGFTGLYCESQMGQGTRPSPTPVTPRPPRSLTLGIEPVSPTSLRVG 479 
VASN_MOUSE      CRLGARHHWECLCPEGFIGLYCESPVEQGMKPSSIPDTPRPPPLLPLSIEPVSPTSLRVK 480 
                *:**:***  ******* ****** : ** :**  * *****  * *.***********  
 
VASN_HUMAN      LQRYLQGSSVQLRSLRLTYRNLSGPDKRLVTLRLPASLAEYTVTQLRPNATYSVCVMPLG 539 
VASN_MOUSE      LQRYLQGNTVQLRSLRLTYRNLSGPDKRLVTLRLPASLAEYTVTQLRPNATYSICVTPLG 540 
                *******.:********************************************:** *** 
 
VASN_HUMAN      PGRVPEGEEACGEAHTPPAVHSNHAPVTQAREGNLPLLIAPALAAVLLAALAAVGAAYCV 599 
VASN_MOUSE      AGRTPEGEEACGEANTSQAVRSNHAPVTQAREGNLPLLIAPALAAVLLAVLAAAGAAYCV 600 
                 **.**********:*  **:****************************.***.****** 
 
VASN_HUMAN      RRGRAMAAAAQDKGQVGPGAGPLELEGVKVPLEPGPKATEGGGEALPSGSECEVPLMGFP 659 
VASN_MOUSE      RRARATS-TAQDKGQVGPGTGPLELEGVKAPLEPGSKATEGGGEALSGGPECEVPLMGYP 659 
                **.** : :**********:*********.***** ********** .* ********:* 
 
VASN_HUMAN      GPGLQSPLHAKPYI 673 
VASN_MOUSE      GPSLQGVLPAKHYI 673 
                **.**. * ** ** 
 

Supplementary Figure 1 A) Vasorin gene scheme: Vasn mouse NC_00082.6 and VASN human 
NC_00016.10; B) VASN/Vasn alignment. The different domains are highlighted with the same colours as 
in Figure 1: signal peptide, Leucine-Rich Repeat (LRR), EGF-like domain, Fibronectin type III (FN3) 
domain, Transmembrane segment (TM) 
On the bottom line: * identity; : residues with conserved properties; . residues with few conserved 
properties     
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1.1.2 Vasorine	dans	les	tissus	crânio-faciaux	

Vasorine (Vasn) a très peu été étudiée dans les tissus crânio-faciaux. Deux thèses y font référence. 

Dans la première, Anja Michaela Krautzberger, en 2010, a travaillé sur une lignée de souris invalidées 

pour le gène Vasn (Vasn KO). Ses travaux ont tout d’abord permis de mettre en évidence l’effet létal 

de la délétion de Vasn chez la souris. Aucune souris ne survit après 41 jours post natal. L’âge moyen 

de survenue du décès est de 24 jours (Figure 2)(1). 

 
Figure 2 Taux de mortalité des souris Vasn KO 

Courbe de survie des souris Vasn KO ; Seules 3 souris ont survécu au-delà de 35 jours post 

natal (n=31). D’après M. Mayer, 2010 (1). 

 

Les souris Vasn KO présentaient une taille de squelette réduite par rapport aux souris Wild 

Type (WT) de la même portée (Figure 3). A l’aide du modèle de gêne rapporteur Lac Z, une expression 

de Vasn au sein du squelette axial et appendiculaire a également été mise en évidence dès le 

stade E12,5 jusqu’au stade adulte (1) (2). 
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Une seconde thèse a été réalisée en 2014 sur « Dental and Craniofacial phenotypes of 

transgenic mice for Vasorin, a molecule recently involved in calcium and phosphate 

homeostasis » par Jiyar Naji.  Une expression de Vasorine a été recherchée dans un grand nombre 

de tissus, prélevés chez la souris adulte. Une expression de Vasn a ainsi été montrée dans le tissu 

dentaire (incisive et molaire) et le tissu osseux (Figure 4). 

 

 
 

Figure 4 Expression de Vasn au sein des différents tissus 

RT-PCR de Vasn dans les différents tissus : 1 foie ; 2 reins ; 3 incisive ; 4 glande salivaire ; 4 

Cœur ; 6 cerveau ; 7 poumons ; 8 fémur ; 9 germe dentaire ; 10 molaire ; 11 os alvéolaire. 

Expression importante de Vasn au niveau de l’incisive, la molaire et du fémur. D’après J. Naji, 

2014 

A partir de ces résultats, les auteurs ont cherché à mettre en évidence Vasn dans le tissu dentaire. Les 

immunohistochimies (IHC) dirigées contre la ß-gal sur des souris adultes, où l’un des allèles Vasn a été 

remplacé par le gène Lac Z, ont alors montré une expression de Vasn au sein de la pulpe dentaire et 

en bordure de la dentine, zone de localisation des odontoblastes (Figure 5). 

Vasorin

Gapdh

321pb

1      2        3       4        5       6        7       8        9       10      11     H2O

1.Liver, 2. Kidney, 3. Growing incisor, 4. Salivary gland, 5.Heart, 6. Brain, 7. Lung,
8. Femur, 9.Molar germ, 10. Molar, 11. Alvéolar bone. (Thèse de J.Mohammed)

Figure 3 Comparaison d’une souris Vasn KO et WT d’une même portée 

Coloration rouge alizarine et bleu alcian de souris âgées de 21 jours post natal. 

En bas, la souris Vasn KO de taille réduite. D’après M. Mayer, 2010 



34 
 

 

1.2 Modelage et remodelage osseux 

Le modelage osseux assure la fabrication de novo du squelette. Il résulte de l’ossification primaire d’un 

tissu mésenchymateux de type conjonctif (ossification membraneuse), ou de type cartilagineux 

(ossification endochondrale) (3). Les propriétés du tissu osseux lui permettent d’assurer trois fonctions 

principales : une fonction mécanique assurant le support du poids de l’organisme, une fonction de 

protection des organes vitaux, et une fonction métabolique liée à sa capacité de stocker des minéraux, 

en particulier le calcium et le phosphate.  

 

1.2.1 Les	cellules	osseuses		

1.2.1.1 Les ostéoblastes 

Les ostéoblastes sont des cellules issues de la différenciation des cellules souches du stroma médullaire 

(lors des processus d’ossification endochondrale) et des cellules mésenchymateuses dérivées de la 

crête neurale (lors de l’ossification membraneuse) (4). Elles permettent la synthèse et la minéralisation 

de la matrice osseuse.  

La différenciation progressive de l’ostéoblaste en ostéoblaste mature et fonctionnel est un processus 

étroitement régulé, composé de plusieurs étapes. Sous l’induction des facteurs de transcription sox9 

In
cis

or
IM

ol
ar

Figure 5 Expression de Vasn dans la dent  

IHC ßgal d’une incisive et molaire de souris Vasn LacZ âgées de 3 

semaines. Flèche : odontoblastes marqués. A droite les contrôles 

négatifs. D’après J. Mohammed, 2014 
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puis Runx2 (également appelé Cbfa1), la cellule souche mésenchymateuse va progressivement 

s’engager dans la voie de prolifération et différenciation ostéoblastique (5). Les chondroblastes et les 

adipocytes sont également issus de ces cellules souches mésenchymateuses (Figure 6).  

 
 

Figure 6 Différenciation des cellules souches mésenchymateuses 

Sous l’induction des différents facteurs de transcription, les cellules souches 

mésenchymateuses se différencient en myoblaste, adipocyte, ostéoblaste ou chondroblaste. 

D’après Marie P, 2001 (6) 

De nombreux autres facteurs régulateurs, comme par exemple Msx2, vont également jouer un rôle 

important dans le contrôle de l’ostéogenèse (7). La cellule ostéoprogénitrice devient un 

préostéoblaste, puis un ostéoblaste jeune et enfin un ostéoblaste mature. 

Cette différenciation est caractérisée par l’expression de gènes ostéoblastiques précoces (PTH-R, 

récepteur de la PTH ; PAL, phosphatase alcaline ; COLL-1, collagène) qui vont permettre le dépôt de la 

matrice ostéoïde. L’expression de gènes plus tardifs (BSP, sialoprotéine osseuse ; OC, ostéocalcine ; 

OP, ostépontine) permettront la synthèse d’une partie des protéines non collagéniques de l’os 

nécessaires à l’initiation et au contrôle de la minéralisation (8). 

Les ostéoblastes matures vont par la suite réguler le transfert de calcium et de phosphate et ainsi 

contrôler la minéralisation de la matrice par des dépôts de cristaux d’hydroxyapatite. Plus les cellules 

osseuses progressent vers la phase de minéralisation, plus elles expriment la phosphatase alcaline 

(PAL) (9). 

Les ostéoblastes jouent un rôle important dans le cycle de contrôle du remodelage osseux en secrétant 

des molécules régulatrices solubles comme l’ostéoprotégérine (OPG), un antagoniste du ligand du 

récepteur pour l’activation du facteur de transcription NFκB (RANKL) et de nombreuses cytokines (M-
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CSF, TNF, IL1, IL6 et IL11) (6). L’interleukine 6 (IL6) secrétée permet une activation de la résorption 

osseuse en stimulant l’expression par les cellules ostéoblastiques de facteurs pro-ostéoclastiques. A 

l’inverse, l’interleukine 11 (IL11) stimule la différenciation et la maturation des ostéoblastes à partir 

des cellules souches mésenchymateuses du stroma médullaire.  

Le TGFb est un facteur local fondamental dans le contrôle de l’ostéogénèse. Il stimule la formation 

osseuse en favorisant la prolifération des pré-ostéoblastes et a un effet anti-apoptotique sur les 

ostéoblastes. Il existe trois isoformes de TGFß : TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. En se liant à son récepteur 

(TβRI, TβRII et TβRIII), il permet l’activation et la phosphorylation de Smad2 et 3. Par son action 

inhibitrice de l’activité de la collagénase, il joue un contrôle négatif sur la résorption (10). 

A la fin du cycle cellulaire, les ostéoblastes peuvent rentrer dans un processus de mort cellulaire 

programmée, l’apoptose, s’inclure dans la matrice osseuse et devenir des ostéocytes, ou bien devenir 

des cellules quiescentes bordant la surface osseuse, les cellules bordantes (lining cells) (11). 

 

1.2.1.2 Les ostéocytes 

Les ostéocytes sont décrits comme les cellules sentinelles de l’os. L'ostéocyte est une cellule étoilée 

possédant de très nombreux prolongements cytoplasmiques. Entourée par la matrice osseuse, la 

cellule se trouve au sein d’une lacune remplie de liquide extra cellulaire (Figure 7).  

 

  
 

Figure 7 Ostéocyte 

MET d’un ostéocyte issu d’un fémur de souris WT âgée de 14 jours  

Plateforme microscopie électronique institut Cochin 

 
Un réseau de canalicules autorise les connexions intercellulaires via les prolongements 

cytoplasmiques. Ce système d’échange entre ostéocytes permet d’assurer leur rôle de récepteur 

mécano-sensible. En réponse au stress mécanique et au mouvement des fluides, l’ostéocyte a la 

capacité de secréter différentes protéines, comme par exemple la sclérostine, pour modifier les 

échanges calciques et assurer un rétrocontrôle de la formation osseuse (Figure 8).  
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Figure 8 Mécanotransduction ostéocytaire 

Connexions intercellulaires entre les ostéocytes. Les ostéocytes répondent aux signaux 

extracellulaires (hormones, contraintes mécaniques, mouvements des fluides, champs 

électromagnétiques) en transmettant à nouveau des signaux par des mouvements de fluide 

dans les canalicules suivants. D’après Donahue HJ, 2000 (12) 

 
La sclérostine inhibe la différenciation et la prolifération des ostéoblastes. Elle stimule également la 

sécrétion de RANKL par les ostéocytes et active ainsi la différenciation et la maturation des 

ostéoclastes (13)(11) (Figure 9). 
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Figure 9 Sclérostine et le remodelage osseux 

La Sclérostine, sécrétée par les ostéocytes, joue un rôle important dans le remaniement 

osseux. En présence d’un stress mécanique ou d’un déficit en œstrogène, elle inhibe la 

différenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes. De façon 

concomitante, la sclérostine stimule l'expression de RANKL par les ostéocytes et stimule ainsi 

la formation et la maturation des ostéoclastes.  D’après Suen PK et al, 2015 (13) 
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1.2.1.3 Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont des cellules géantes polynucléées d’origine hématopoïétique (100 μm de 

diamètre en moyenne). Elles appartiennent à la lignée myéloïde et dérivent des pro-

monocytes/macrophages. Elles sont responsables de la résorption osseuse par deux mécanismes : la 

dissolution de la phase minérale par acidification du compartiment de résorption puis la dégradation 

de la matrice organique sous l’effet d’enzymes protéolytiques lysosomales (Figure 10)(14). 

 

 
 

Figure 10 Ostéoclaste en Microscopie Électronique à Transmission 

Microscopie Électronique à Transmission (MET) d’un ostéoclaste présent dans un fémur d’une 

souris WT. Oc : Ostéoclaste ; Pointillés : bordure en brosse (ruffled border), flèches : sealing 

zone. Plateforme microscopie électronique institut Cochin 

 
La différenciation des ostéoclastes est sous le contrôle de 3 principaux facteurs : Macrophage Colony 

Stimulating Factor (M-CSF), RANKL et son antagoniste, l’ostéoprotégérine (OPG). L’initiation de la 

différenciation des promonocytes en ostéoclastes se fait sous l’influence des facteurs de transcription 

(PU-1, c-fos, NFkB) mais aussi par la liaison du M-CSF à son récepteur c-fms. Des interactions étroites 

avec les cellules stromales par contact direct ou via la sécrétion de facteurs sont également nécessaires 

(15).  

Le système RANK/RANKL/OPG joue un rôle clef dans l’alternance des phases d’apposition et de 

résorption osseuse. RANKL, situé sur la membrane des ostéoblastes ou des cellules stromales, se lie au 

OC 
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récepteur RANK des ostéoclastes et active la différenciation, la fusion et la résorption. L’OPG, 

synthétisée par les ostéoblastes, est un récepteur soluble « piège » qui inhibe la liaison RANK-RANKL, 

et prévient la différenciation et la maturation des ostéoclastes. Ainsi il existe un rétrocontrôle négatif 

des ostéoblastes sur les ostéoclastes via l’OPG (Figure 11)(16) (17). 

 

 
 

Figure 11 Différenciation des cellules de la lignée ostéoclastique 

La différenciation des promonocytes en ostéoclastes se fait sous l’influence de facteurs de 

transcription (PU-1, c-fos, NFkB) et de facteurs de croissance dont les principaux sont indiqués 

sur le schéma. Le macrophage colony stimulating factor (M-CSF) qui se lie à son récepteur c-

fms agit précocement dans la lignée. Le receptor activating NF Kappa B ligand (RANKL), porté 

par la membrane des ostéoblastes ou des cellules stromales, se lie à son récepteur RANK et 

active la différenciation, la fusion et la résorption. L’ostéoprotégérine (OPG), synthétisée par 

les ostéoblastes, inhibe la liaison RANK-RANKL, donc la naissance et la maturation des 

ostéoclastes. D’après Thomas T, 2008 (18).  

L’ostéoclaste présente une bipolarité morphologique. A son pôle basal se trouve la membrane plissée 

appelée bordure en brosse au contact de laquelle la matrice est résorbée. Elle est entourée de part et 

d’autre par une zone d’adhérence de l’ostéoclaste sur la travée osseuse appelée sealing zone. La 

résorption ne débute qu’à l’issue de la formation de cette « poche » hermétique entre la membrane 

plissée et l’os. La création de ce compartiment permet à l’ostéoclaste d’acidifier le milieu en relarguant 

des ions H+ grâce à une pompe à protons. Une dissolution de la phase minérale du tissu osseux se 

produit alors. Elle sera suivie d’une phase de digestion de la matrice collagénique sous l’effet 

d’enzymes lysosomiales telles que la cathepsine K et les métallo-protéases (ou collagénases) libérées 

par exocytose. Une lacune de résorption (ou lacune de Howship) se forme peu à peu. Un trafic 

vésiculaire par transcytose à travers la cellule permet d’éliminer les débris de dégradation au pôle 

sécrétoire (Figure 12) (14). 
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Figure 12 Mécanisme fonctionnel de l'ostéoclaste 

Ce schéma présente de façon exhaustive l’ensemble des facteurs jouant un rôle dans l’activité 

des ostéoclastes notamment les complexes enzymatiques au niveau de la ruffled border (pôle 

basal) et du pôle apical, d’après Baron R, 2001 (19) 

L’ostéoclaste se déplace le long des travées osseuses grâce à l’assemblage et au désassemblage des 

podosomes de la sealing zone. Les podosomes sont composés d’anneaux d’actine et contiennent un 

grand nombre de protéines (notamment la vinculine et la taline). Des molécules impliquées dans la 

transduction du signal telles que c-Src ou FAK (focal adhesion kinase) sont associées à ce complexe et 

semblent jouer un rôle déterminant dans les modifications tridimensionnelles des structures 

d’adhérence, processus nécessaire à la migration cellulaire. Les interactions de la cellule avec la 

matrice, à l’interface entre ostéoclaste et os, sont déterminées par des récepteurs transmembranaires 

de la famille des intégrines, hétérodimères formés de deux sous-unités. Les intégrines contiennent 

dans leur portion extracellulaire des sites spécifiques de liaison calcium-dépendant qui reconnaissent 

la séquence tri-peptidique, Arg-Gly-Asp (RGD). La séquence d’acides aminés qui entoure le motif RGD 

détermine ainsi la spécificité de chaque protéine pour une ou plusieurs intégrines (Figure 13) (19). 
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Les ostéoclastes expriment trois intégrines de manière prédominante : αvβ3, qui est le récepteur de la 

vitronectine, αvβ5, et α2β1 (récepteur du collagène de type I). Elles semblent intervenir dans 

l’adhérence de l’ostéoclaste à la matrice osseuse (20).  

 

  

Figure 13 Composants du point focal d'adhérence 

L'intégrine est composée d’une chaine α et d’une chaine β qui se lient à la fibronectine. (Il  

existe environ 13 chaines α, et 5 chaines β différentes). En intracellulaire, les intégrines 

interagissent avec l’actine du cytosquelette par l’intermédiaires de liaison avec la taline (230 

kDa), vinculine (110 kDa) et -actinine (100 kDa). Les intégrines sont assemblées en amas, 

formant ainsi un point focal d'adhérence. (Biologie cellulaire, les moléculaires d’adhérence, 

UFR de Sciences Biologiques, Ijsbrand Kramer, Gérard Tramu - Université Bordeaux 1 France)  
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1.2.1.4 Les chondrocytes 

Les chondrocytes sont des cellules d’origine mésenchymateuse, arrondies, remplissant une logette 

(diamètre : 40 μm) appelée chondroplaste. Elles sont responsables de la synthèse de la matrice extra-

cellulaire cartilagineuse. Elles gardent la possibilité de se diviser par mitose : c'est la croissance 

interstitielle. Immédiatement après la cytocinèse, chaque cellule-fille sécrète de la matrice 

extracellulaire qui va progressivement la séparer de l'autre cellule de sorte que chacune occupe son 

propre chondroplaste. Les chondrocytes dérivés d'une même cellule-mère forment un groupement 

isogénique. Si les cellules sont en file, le groupement isogénique est dit axial : la pièce cartilagineuse 

croît en longueur (Figure 14). Si les cellules se disposent en cercle, le groupement est dit coronaire.  

 
 

Figure 14 Chondrocytes : Groupement isogénique axial 

Plaque de croissance d’un fémur de souris WT colorée en bleu alcian et rouge alizarine. 

Cerles : groupements isogéniques axiaux (Crédit : EA 2496) 

 

Sox9 est le facteur de transcription clé dans la chondrogenèse. Il s'exprime dès la condensation des 

cellules mésenchymateuses progénitrices et aboutit à la génération des chondrocytes (Figure 6). Au 

cours de leur différenciation, les chondrocytes vont sécréter différentes protéines constitutives de la 

matrice extra cellulaire en fonction des besoins du cartilage. Le collagène de type II est la protéine la 

plus abondante (90%). Le cartilage contient des protéoglycanes, principalement l’agrécane, qui jouent 

un rôle important dans sa compressibilité. Les métalloprotéinases matricielles (MMP) et les 

désintégrines sont responsables de la destruction du cartilage par clivage des fractions de collagène et 

de protéoglycane de la matrice extracellulaire lors des processus physiologiques (remaniement) et 

pathologiques (inflammatoires, infectieux…)(21). La sécrétion de l’ALP permet d’initier la calcification 

(Figure 15). 

100µm 
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Figure 15 Différenciation et sécrétion des chondrocytes 

Différenciation des cellules souches mésenchymateuses (CSM) vers les chondrocytes. ECM : 

protéines caractéristiques de la matrice extracellulaire (ECM) aux différents stades de 

différenciation. Col I : collagène de type I ; COMP : protéine oligomère du cartilage ; CD-RAP, 

protéine sensible aux acides rétinoïques dérivés du cartilage ; AP : phosphatase alcaline ; 

MMP : métalloprotéase matricielle. D’après Phull AR et al, 2016 (22) 

 
 	

MSCs  

Mature Chondrocytes 

Hypertrophic Chondrocytes 

MSCs 

 Chondroblasts 

Chondroprogenitors 
 
 

Cs 



45 
 

1.2.2 Modelage	(ossification	primaire)	

L’ossification crâniofaciale, axiale et appendiculaire se déroule en plusieurs étapes successives.  

Initiée in utero, l’ossification primaire se fait par condensation des cellules mésenchymateuses qui vont 

s’engager dans des voies de différenciation distinctes, sous le contrôle transcriptionnel de gènes. Elles 

s’engagent dans la voie ostéoblastique sous l’influence de Runx2 et Osterix ou vers la voie 

chondrocytaire avec l’expression de Sox9, Sox5 et Sox6 (Figure 16). L’ossification se fait ainsi 

directement à partir d’un tissu mésenchymateux (ossification membraneuse) ou à partir d’une 

ébauche cartilagineuse (ossification endochondrale) (23). 

 

 
 
Figure 16 Contrôle transcriptionnel de la différenciation des lignées ostéoblastique et chondrocytaire 

Les flèches indiquent une action positive et les lignes simples indiquent une inhibition. La 

régulation transcriptionnelle est notifiée en bleu ; la régulation post-transcriptionnelle est 

notifiée en vert. Les astérisques rouges indiquent les gènes dont des variants ont été identifiés 

comme pathogènes chez l'homme. D’après Karsenty et al, 2008 (23) 

 
1.2.2.1 Ossification endochondrale 

La croissance de tout le squelette axial et appendiculaire, des os de la base du crâne et du septum 

nasal est assurée par ossification endochondrale. Elle est caractérisée par le dépôt de matrice osseuse 

sur une matrice cartilagineuse. 

Cette ossification débute par la constitution de la matrice cartilagineuse (cartilage hyalin) entourée 

d’un périchondre. Cette matrice formée par les chondrocytes est une matrice extracellulaire riche en 

protéoglycanes et collagène de type II. Un centre d'ossification primaire apparaît au centre de ce 
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cartilage hyalin par la différenciation des chondrocytes en chondrocytes hypertrophiques qui calcifient 

la matrice cartilagineuse (Figure 17). 

 
 

Figure 17 Ossification endochondrale des os longs 

Plusieurs phases successives conduisent à la formation des os longs : différenciation des 

cellules souches mésenchymateuses en chondrocyte sous l’influence du facteur de 

transcription Sox9, condensation et hypertrophie de ces chondrocytes ; Vascularisation et 

création du centre primaire d’ossification. D’après Nishimura R et al, 2012 (24)  

 
A la suite d'une pénétration vasculaire, le cartilage calcifié est ensuite envahi par des bourgeons 

vasculaires qui véhiculent les cellules précurseurs des ostéoclastes, allant progressivement résorbés 

l’ébauche cartilagineuse, et des ostéoblastes. Ces ostéoblastes synthétisent à leur tour un tissu osseux 

immature fibrillaire (ossification primaire) qui est finalement résorbé par les ostéoclastes et remplacé 

par un tissu osseux lamellaire (ossification secondaire).  

  



47 
 

L'ossification se fait alors de façon centrifuge du milieu de la diaphyse vers les épiphyses. Un centre 

secondaire d'ossification apparait au niveau de l'épiphyse. Epiphyse et diaphyse sont par la suite 

séparées par la plaque ou cartilage de croissance jusqu'à la fin de la croissance (Figure 18) (25). 

 

 
 

Figure 18 Ossification diaphysaire 

A : os cartilagineux ; B vascularisation et différenciation de cellules périchondrales en 

ostéoblastes : apparition du centre primaire d’ossification (P) puis des centres secondaires 

épiphysaires (S) ; C progression et minéralisation de la matrice extracellulaire avec formation 

de la plaque de croissance et du second centre de calcification (S). D’après Kronenberg et al, 

2003(25). 

 
1.2.2.2 L’ossification membraneuse 

Au niveau des os plats (calvaria, os maxillaires, malaires et zygomatiques), les ostéoblastes proviennent 

de la différenciation de cellules précurseurs mésenchymateuses dérivées de la crête neurale 

céphalique. La formation se fait alors par condensation du mésenchyme. Les ostéoblastes sécrètent 

directement une matrice ostéoïde dans le tissu conjonctif. Cet os fibreux est ensuite soumis au 

processus de remodelage pour être progressivement remplacé par un os mature lamellaire (26)(27).  

Au niveau des os longs, en parallèle de la croissance en longueur, la croissance en largeur se fait à 

partir du périchondre par ossification membraneuse. 
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1.2.3 Croissance	(ossification	secondaire)	

La croissance des os longs correspond au phénomène d’ossification secondaire qui intervient au cours 

de l’enfance et de l’adolescence, sous la forme d’ossification endochondrale. L’ossification secondaire 

correspond à l’apparition des centres d’ossification secondaire au niveau des métaphyses et permet la 

croissance longitudinale de l’os à partir des cartilages hyalins épiphysaires. 

Ces zones appelés cartilage de croissance ou plaque de croissance sont constituées par les 

chondrocytes qui se divisent par mitose et se disposent en groupements isogéniques axiaux orientés 

parallèlement au grand axe de l'os (zone de cartilage sérié). Puis, le volume des chondrocytes 

augmente considérablement et ceux-ci deviennent hypertrophiques. Leur cytoplasme se charge de 

glycogène, de lipides et de phosphatases alcalines. Les chondroplastes augmentent également de 

volume, aux dépens de la matrice. Celle-ci se charge de calcium et de phosphatases. Les chondrocytes 

synthétisent alors du collagène de type X et sécrètent le VEGF (vascular endothelial growth factor) et 

la PAL dans des vésicules matricielles. La PAL permet la libération de phosphate inorganique qui se lie 

au calcium pour former des cristaux d’hydroxyapatite, au niveau de la zone d’invasion vasculaire (zone 

d’érosion). Le VEGF stimule les vaisseaux de la zone d'érosion du cartilage à produire une avancée 

migratoire (vasculogenèse). Les chondrocytes hypertrophiques deviennent vacuolaires, dégénèrent et 

meurent par apoptose (Figure 19)(25)(28)(29). Cependant Yang et al, ont montré que certains 

chondrocytes hypertrophiques pouvaient également devenir des ostéoblastes (30). 
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Plaque de croissance d'un fœtus équin. A : Zone de cartilage hyalin (zone de réserve) avec les 

cellules chondroprogénitrice ; B : Zone de cartilage sérié : chondrocytes en groupement axial 

isogénique ; C : zone de cartilage hypertrophique ; D : zone de destruction des septa 

transversaux par vasculogenèse. Têtes de flèche : vaisseaux sanguins ; oc : ostéoclastes ; 

flèches : matrice osseuse. D’après Mackie et al, 2007 (31) 

Figure 19 Plaque de croissance 
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1.2.4 Remodelage	(ossification	tertiaire)	

Le remodelage osseux physiologique résulte de l’alternance d’une phase de résorption et d’une phase 

de formation osseuse. Ce processus est indispensable au maintien de l’intégrité du squelette 

(adaptation, renouvellement et réparation) et de l’homéostasie phosphocalcique. 

Le remodelage osseux est le résultat de l'activité de plusieurs entités cellulaires regroupées sous 

l’appellation BMU (Basal Multicellular Unit), au sein desquelles agissent de manière séquentielle et 

couplée dans le temps et l'espace, les ostéoclastes qui résorbent l’os puis les ostéoblastes qui apposent 

une matrice ostéoïde qui se minéralise par la suite (Figure 20). 

Au sein d’une BMU, le remodelage commence par la phase d’activation : les cellules bordantes qui 

recouvrent une surface osseuse inactive se rétractent et dégradent par acidification et digestion 

enzymatique la couche collagénique sous-jacente. Les pré-ostéoclastes sont alors attirés par 

chimiotactisme sur la zone osseuse exposée. 

Dans un second temps, les pré-ostéoclastes fusionnent pour devenir des ostéoclastes actifs et 

adhérents à la surface osseuse : c’est la phase de « résorption » qui commence. La phase d’« inversion 

» correspond ensuite au remplacement des ostéoclastes par des cellules mononuclées de type 

macrophagiques. 

Les ostéoblastes sont alors recrutés pour apposer une nouvelle matrice organique dans la lacune, le 

tissu ostéoïde, qui est ensuite minéralisé : c’est la phase de « formation ». Vient enfin une phase de « 

quiescence » pendant laquelle la minéralisation secondaire de la matrice est réalisée. Cette étape 

correspond à une accumulation de minéral dans la matrice, indépendamment des cellules osseuses. 

Elle joue un rôle fondamental dans la résistance mécanique des os. 

Le mécanisme cellulaire de renouvellement du tissu osseux est soumis à l'influence de nombreux 

facteurs systémiques (principalement hormonaux) et locaux, capables de moduler l'activité des 

cellules osseuses dont notamment le TGFß. Des interactions étroites entre les différents types 

cellulaires sont également nécessaire (32).  
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Figure 20 Remodelage osseux 

Ce schéma se lit de gauche à droite et représente la succession des differentes phases d’un 

cycle du remodelage osseux. Le recrutement des pré-osteoclatses et leur fusion initient la 

phase de résorption. Les macrophages remplacent ensuite les ostéoclastes lors de la phase 

d’inversion. La formation osseuse débute lors de l’apposition d’un nouvelle matrice ostéoÏde 

par les ostéoblastes. D’après Servier Medical ART (SMART) licensed under a Creative Commons 

Attribution 3.0 licence (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) 
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1.3 Le métabolisme phosphocalcique et le dialogue rein/os 

 
1.3.1 Les	hormones	osseuses	

Le remaniement osseux est contrôlé par des facteurs sécrétés localement mais aussi par de multiples 

hormones agissant de manière systémique (33). 

Une caractéristique remarquable de la plupart des régulations hormonales est qu'elles sont contrôlées 

par des boucles de rétro action, de sorte qu'un type de cellule affecté par une hormone envoie en 

réponse des signaux qui influencent la cellule productrice d'hormones. Ce concept de régulation par 

rétro action s’applique aux cellules osseuses. Ainsi les ostéoblastes participent au métabolisme 

énergétique via l’ostéocalcine tandis que le FGF23 joue un rôle majeur dans la régulation rénale (15) 

(34). 

 

1.3.1.1 L’ostéocalcine 

L’ostéocalcine est une protéine non collagénique très abondante de la matrice extra cellulaire osseuse.  

Elle est l’une des rares protéines synthétisées presque exclusivement par l’ostéoblaste avec plusieurs 

caractéristiques hormonales.  

Ducy et al en 1996, dans un modèle de souris invalidées pour le gène Sost codant pour la protéine 

ostéocalcine, ont mis en évidence une augmentation progressive de la masse osseuse des souris Sost 

KO ce qui suggère un rôle dans la régulation de la maturation ostéoblastique et du remodelage osseux 

(35). 

L'ostéocalcine est incorporée à la matrice osseuse, mais il existe également une fraction circulante. 

Rapidement métabolisée, avec une demi-vie courte, son dosage sanguin n’est pas encore fiable. De 

plus, l'hétérogénéité des formes circulantes et l'instabilité de la molécule intacte sont probablement à 

l'origine des discordances observées lors des dosages entre les différentes études [8]. 

L'ostéocalcine intervient dans le métabolisme énergétique en activant la prolifération des cellules 

sécrétrices d’insuline (les cellules "béta" des îlots de Langerhans du pancréas endocrine) et en 

augmentant la sensibilité des cellules cibles de l'insuline (36). 
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1.3.1.2 FGF23 

Le Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) est une hormone sécrétée par les ostéocytes et les 

ostéoblastes. La production de FGF23 permet de contrôler la concentration plasmatique de phosphate, 

et la concentration de calcitriol. En agissant sur le rein, le FGF23 diminue la réabsorption rénale de 

phosphate, et la synthèse de calcitriol. FGF23 est par ailleurs un important stimulateur de la 

réabsorption du calcium et du sodium dans les tubules rénaux distaux. Les actions endocriniennes du 

FGF23 dans le rein sont Klotho-dépendantes, car la liaison de haute affinité du FGF23 aux récepteurs 

du FGF nécessite la présence du co-récepteur Klotho sur les cellules cibles. Le FGF23 inhibe également 

la sécrétion de  PTH.  

Des concentrations excessives de FGF23 induisent une hypophosphatémie associée à une 

déminéralisation osseuse. À l’opposé, l’absence de FGF23 s’accompagne d’une hyperphosphatémie 

avec hypercalcitriolémie, d’une calcémie  élevée  freinant  la  sécrétion  de  PTH  et  de  calcifications 

tissulaires (37). 

En outre, le FGF23 joue un rôle émergent en tant que régulateur auto- / paracrine de l’expression de 

la PAL et de la minéralisation osseuse (38).   

 

1.3.2 Homéostasie	phosphocalcique	

L’homéostasie phosphocalcique caractérise l’ensemble des mécanismes biologiques qui permettent 

de réguler et de maintenir constante la calcémie et la phosphatémie. Elle nécessite l’intervention de 

l’intestin par sa capacité à moduler l’absorption des deux ions, du rein par sa capacité d’excrétion et 

de réabsorption, et du tissu osseux par son rôle de stockage. En effet, ce dernier permet de stocker le 

calcium et le phosphate et de les mettre à disposition en fonction des besoins de l’organisme par 

l’intermédiaire du remodelage osseux.  

Durant toute la phase de croissance, l’activité de formation étant supérieure à l’activité de résorption 

osseuse, la balance phosphocalcique est positive favorisant ainsi le dépôt de calcium et de phosphate 

dans le squelette. A l’âge adulte, l’activité de formation compensant exactement l’activité de 

résorption osseuse, la balance phosphocalcique est neutre assurant un maintien de la masse osseuse.  

Le rein joue un rôle crucial dans la régulation de la phosphatémie car il adapte les sorties urinaires de 

phosphate aux entrées et aux besoins de l’organisme. Le phosphate filtré par le glomérule est 

réabsorbé à 70-80% dans le tube proximal. Le phosphate est capté par un transporteur, transloqué 

dans la cellule puis transporté vers le coté basolatéral où il est extériorisé par des mécanismes encore 

mal compris. La réabsorption est un phénomène actif et saturable (39). 

Plusieurs hormones ont un rôle clé dans la régulation de l’homéostasie du phosphate : la 

parathormone (PTH) et son récepteur PTHR, le Fibroblast Growth factor 23 (FGF23), le complexe 
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FGF/Klotho et le calcitriol. Principalement secrété par l’ostéocyte, le FGF23 contribue à abaisser la 

phosphatémie et la sécrétion de PTH. Le FGF23 agit au niveau du rein en se liant à son récepteur et à 

un co-récepteur appelé Klotho (complexe FGF/Klotho). Il augmente ainsi la clairance du phosphate via 

les transporteurs sodium dépendants, NaPi-2a et NaPi-2c, du tube proximal. FGF23 a également une 

action hypercalcémiante en réduisant le taux du métabolite actif de la vitamine D (calcitriol) 

provoquant une diminution de l'absorption intestinale de calcium (38)(40)(41). 

La régulation de la calcémie ionisée est effectuée par l'action combinée de deux facteurs, la PTH et le 

calcitriol. Une baisse de la calcémie ionisée induit une inactivation du récepteur sensible au calcium 

(CaSR) présent à la surface des cellules parathyroïdiennes à l’origine d’une augmentation de sécrétion 

de PTH. Cette augmentation de PTH provoque une libération de calcium stocké dans l'os et stimule la 

production rénale de calcitriol (42). 

 

 
Figure 21 Métabolisme phosphocalcique 

Le dialogue permanent entre les reins, les os et l’intestin assure l’homéostasie 

phosphocalcique. Celle-ci repose sur la capacité d’augmenter l’absorption intestinale du 

phosphate par la vitamine D (calcitriol) et sur le contrôle de la calciurie par la parathormone 

(PTH). La PTH secrétée par les glandes parathyroides agit également sur la mobilisation 

osseuse du calcium et la synthèse de calcitriol. Le fibroblast growth factor23 (FGF23) via le 

complexe Klotho/FGF23 agit au niveau du rein en inhibant la synthèse du calcitriol et en 

augmentant la clairance du phosphate. D’après Blau et al, 2015 (42) 
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1.3.3 Rappel	anatomie	rénale	

Les reins se situent de part et d’autre de la colonne vertébrale et assurent la filtration du sang en 

éliminant les déchets et en excrétant les produits de dégradation du métabolisme cellulaire via l’urine. 

Ils sont responsables du maintien de l’homéostasie de notre organisme. Ils ont également un rôle 

majeur dans la régulation de la pression artérielle, du métabolisme phosphocalcique et dans la 

synthèse de l’hémoglobine (synthèse de la rénine, de l’érythropoïétine et du calcitriol) (43). 

 

L’anatomie complexe des reins est liée aux multiples fonctions qu‘ils assurent. 

Schéma d’une coupe sagittale rénale. D’après Lacour et al, 2013(43) 

 

Les reins sont composés de deux régions distinctes : le cortex et la médullaire. 

Le cortex est situé en périphérie, directement au contact de la capsule, et possède des prolongements 

entre les pyramides de Malpighi : les colonnes de Bertin (Figure 22). Les glomérules se trouvent 

uniquement dans cette zone et permettent la création d’une zone de filtration du sang (Figure 23).  

Figure 22 Anatomie rénale 
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Coupe histologique d’un rein d’une souris WT de 21 jours, colorée en Trichrome de Masson; 

glomérules marqués par un cercle rouge 

 
La médullaire est formée par les pyramides de Malpighi dont le sommet constitue la papille. Elles ont 

comme fonction d’acheminer l’urine vers le bassinet (Figure 23). La médullaire est constituée par les 

tubules en grande majorité et par l’intersitium. 

Le sang pénètre dans le rein par l'artère rénale, puis au niveau des glomérules par l’artère afférente. 

Le plasma y est extrait et sa filtration débute. Des processus de transfert (réabsorption ; diffusion ; 

excrétion) s’effectuent ensuite tout au long du passage dans les différents tubules. L’urine ainsi formée 

termine son parcours dans l'uretère puis dans la vessie où elle est temporairement emmagasinée. 

Medullaire :  

Cortex : 
présence des glomérules 

Figure 23 Histologie d’un rein d’une souris WT âgée de 21 jours 
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L’unité de filtration du rein est le néphron. Il comprend le glomérule et les différents tubules : le tube 

contourné proximal, l’anse de Henle, le tube contourné distal et le tube collecteur (Figure 24). 

 
Figure 24 Le néphron, unité de filtration 

(http://unf3s.cerimes.fr/media/paces/Grenoble_1112/godin_ribuot_diane) 

 
1.3.3.1 Glomérule 

Le glomérule, de forme sphérique, est une structure vasculaire qui permet la filtration du sang et la 

formation de l'urine primitive. Le glomérule est entouré par la capsule de Bowman afin de recueillir 

l’urine qui va ensuite vers le tube contourné proximal. 

La capsule de Bowman est une structure creuse en forme de boule entourant le glomérule. Elle est 

constituée de 2 feuillets : le feuillet pariétal externe qui se prolonge par le tube contourné proximal et 

le feuillet viscéral interne formé par les podocytes.  

Il existe 3 types de cellules glomérulaires : les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les 

cellules mésangiales. 

Les cellules épithéliales sont de deux types : les cellules épithéliales pariétales qui tapissent la capsule 

de Bowman et les cellules épithéliales viscérales également appelées podocytes. Les podocytes sont 

en contact avec le versant externe de la membrane basale glomérulaire (MBG) par l’intermédiaire 

d’extensions cellulaires appelées pédicelles. 

Les cellules endothéliales sont les cellules fenêtrées constituant la paroi du capillaire glomérulaire. 

Cette paroi, extrêmement fine est constituée de pores circulaires (fenestrae) afin de permettre une 
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filtration hautement spécialisée, capable de filtrer de grands volumes de plasma tout en retenant 

efficacement les protéines dans l’espace vasculaire. Les cellules endothéliales reposent sur le versant 

interne de la MBG.  

Les cellules mésangiales forment le tissu de soutien du glomérule. Elles élaborent de nombreuses 

protéines de la matrice extracellulaire et sont capables de se contracter afin de moduler la surface de 

filtration glomérulaire et ainsi modifier le débit (Figure 25) (44). 

 

 

Le glomérule est une structure pluricellulaire, d’organisation complexe, et hautement 

spécialisée. Il  existe trois types de cellules glomérulaires : les cellules épithéliales (cellules 

pariétales et podocytes), les cellules endothéliales et les cellules mésangiales. Issu du livre 

Néphrologie, Réussir l’ECN, 2016 (44) 

Figure 25 Schématisation du glomérule 
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Figure 26 Glomérule d’une souris WT en MET 

MET d’un glomérule d’une souris WT âgée de 21 jours. Ligne pleine : capsule de Bowman ; 

Ligne pointillée : MB ; étoile : podocyte ; flèche : cellule endothéliale ; CP : Cellule pariétale 

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 
La membrane basale glomérulaire (MBG) se situe à l’interface des cellules endothéliales et des 

podocytes. Les cellules glomérulaires endothéliales et mésangiales sont situées en dedans (face 

interne) de la MBG alors que les podocytes sont en dehors de la MBG. 

CP 

CP 
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Figure 27 L'endothelium glomérulaire fenêtré 

MET d‘un glomérule d’une souris WT âgée de 21 jours ; cercle et flèches : endothélium 

glomérulaire fenêtré  

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

1.3.3.2 Formation de l’urine primitive 

Trois barrières de filtration doivent être franchies par les molécules plasmatiques pour former l'urine 

primitive (appelée filtrat glomérulaire) dans la lumière de la capsule de Bowman :  

- La paroi capillaire constitue la première filtration : le plasma doit tout d’abord franchir 

l'endothélium fenêtré, pourvu de petits pores de 50 à 100 nm de diamètre, qui empêche le passage 

des protéines plasmatiques dont le poids moléculaire est égal ou supérieur à 68 000 Da correspondant 

à l’albumine. 

- Le passage de la lame basale (d'une épaisseur de 240 à 340 nm) est la seconde étape, 

empêchant le passage des grosses protéines. Les glycoprotéines de la membrane basale sont chargées 

négativement et lui confèrent une sélectivité de charge. Les molécules chargées positivement sont 

attirées vers la membrane tandis que les molécules possédant une charge négative ne sont pas filtrées. 

Ainsi, l'albumine, qui a un diamètre de six nanomètres, demeure dans le plasma sanguin en raison de 

sa charge négative. 
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- Enfin les fentes de filtration (d'une épaisseur de 25 nm) empêchent le passage des petites 

protéines et permettent d’obtenir le filtrat glomérulaire, dépourvu de protéines (concentration 

inférieure à 0,15 g/jour chez l’homme) (Figure 28). 

 

 

MET au niveau d’un glomérule d’une souris WT âgée de 4 mois ; Flèche : endothélium fenêtré ; 

Etoile : MBG ; flèches : diaphragme de fente  

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

  

Figure 28 Les trois barrières de filtration 

* 
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1.3.3.2.1 Podocyte 
Les podocytes sont des cellules hautement spécialisées, en forme de pieuvre. Elles possèdent une 

structure tridimensionnelle polarisée unique dans l’organisme. Elles sont divisées en trois segments : 

le corps cellulaire globuleux contenant le noyau, les expansions principales et les pédicelles (Figure 

29). 

 

 
 

Figure 29 Pédicelles et podocytes 

MET d’un glomérule d’une souris WT âgée de 21 jours ; Ligne pointillée : pédicelles ; étoile : 

podocyte ; flèche : cellule endothéliale ; M : Mésangium 

 Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

Les pieds des podocytes (parties proximales des pédicelles) reposent sur le versant externe de la MBG 

et forment les fentes de filtration avec les pédicelles des podocytes adjacents. Ces fentes sont des 

espaces limités par les pédicelles de deux podocytes voisins latéralement, et en surface par le 

diaphragme de fente (Figure 28). Ce diaphragme est ainsi constitué d’unités connectées entre elles, 

créant un espace large de 30 à 40 nm permettant le passage des molécules de la taille approximative 

à celle de l’albumine. Les pieds des podocytes ont également la capacité de se contracter comme les 

péricytes (45). 

M 

M 
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Figure 30 Schématisation du diaphragme de fente 

Le diaphragme de fente est le résultat d’une organisation ultra structurale complexe entre 

podocytes voisins dont les acteurs connus sont positionnés ci dessus. D’après Gbadegesin R et 

al, 2010 (46)  

 

Les podocytes sont recouverts d’un glycocalyx, composé de plusieurs sialoglycoprotéines dont la 

podocalyxine, la tyrosine phosphatase GLEPP1, la podoplanine, la néphrine et la podocine. 

La podocalyxine fonctionne par « répulsion de charges entre deux charges négatives » pour maintenir 

ouverte la voie de filtration entre les pédicelles voisins mais aussi préserver l’architecture dynamique 

des expansions podocytaires (Figure 30). 

Le principal système contractile d’attache des pieds podocytaires est composé de deux principaux 

complexes protéiques. Le premier est composé d’actine, de myosine-2, de α-actinine-4, de taline et de 

vinculine (TPV) alors que le second système de liaison est constitué de dystroglycan α et β et 

d’utrophine. Les filaments d’actine sont connectés à la MBG par l’intermédiaire de l’intégrine α3β1 

(Figure 13). 

Le diaphragme de fente est une jonction adhérente formée par des homodimères de Nephrine sur 

lesquels s’agencent d’autres molécules tels que FAT, neph1, pCadherine, et densin (47). 
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1.3.4 Physiopathologie	rénale	et	comorbidités	

1.3.4.1 Le syndrome néphrotique 

Le syndrome néphrotique (SN) résulte d’une altération de la perméabilité du glomérule. La capacité 

de filtration est alors altérée et les protéines de haut poids moléculaire passent dans les urines (Figure 

31). Le SN se caractérise cliniquement par une protéinurie. Une progression vers l’insuffisance rénale 

chronique terminale est fréquemment décrite.  

Chez l’homme, les gènes associés aux syndromes néphrotiques génétiques codent exclusivement des 

protéines de la paroi glomérulaire. Cinq gènes sont retrouvés comme la cause de syndromes 

néphrotiques génétiques chez près de 80 % des patients : néphrine, podocine, phospholipase-Cε, WT1 

et laminine β2 (47). 

Les podocytes sont les structures lésées dans la majorité des maladies glomérulaires, qu’elles soient 

d’origine immune (glomérulonéphrite extra-membraneuse), toxique, métabolique (diabète) ou 

hémodynamique. 

Les événements les plus précoces détectés sur les coupes histologiques de reins atteints de maladies 

glomérulaires sont une perte des pieds des podocytes et donc de l’intégrité du diaphragme de fente. 

Lors de l’installation de la protéinurie, la fusion des pieds des podocytes est associée au détachement 

des podocytes de la MBG. Ces lésions sont à ce stade totalement réversibles. Les mécanismes 

moléculaires impliqués dans les syndromes néphrotiques idiopathiques sont un domaine actif de 

recherche et de nouvelles molécules impliquées sont encore découvertes de nos jours.  

Lorsque les lésions glomérulaires deviennent sévères, une vacuolisation des podocytes, la formation 

de pseudo-kystes et le détachement des podocytes de la MBG sont observés. Ces lésions sont alors 

irréversibles et conduisent au développement d’une glomérulosclérose segmentaire associée à une 

insuffisance rénale terminale. 
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Figure 31 Mobilité des principales protéines urinaires 

Schématisation de la migration des protéines urinaires dans un gel d’électrophorèse lors de 

l’existence d’une protéinurie. Les protéines de faible poids moléculaire retrouvées sont la 

conséquence d’un défaut de filtration tubulaire alors que les protéines de poids supérieur à 67 

kDa sont dues à l’inefficacité partielle ou totale de la barrière de filtration glomérulaire. 

 
1.3.4.2 Désordres systémiques du métabolisme minéral et osseux secondaire à l’IRC 

Les troubles systémiques du métabolisme minéral et osseux secondaires à la maladie rénale chronique 

(TMO-MRC) représentent une association d’anomalies biologiques, osseuses, et cardio-vasculaires, 

associées à la présence d’une Insuffisance Rénale Chronique (IRC). 

Cette dénomination regroupe ainsi l’ensemble des anomalies du métabolisme du calcium, du 

phosphore, de la PTH ou de la vitamine D (anomalies biologiques), les anomalies osseuses du 

remodelage, les calcifications vasculaires et les calcifications des tissus mous, lors d’une IRC (48). Les 

TMO-MRC sont observés lorsque le diagnostic d’IRC est posé, avec un Débit de Filtration Glomérulaire 

(DFG) inférieur à 60 mL/min, seuil d’apparition des désordres du métabolisme phosphocalcique chez 

l’homme (49).  

Les pathologies osseuses sont les conséquences des troubles au niveau du métabolisme 

phosphocalcique.  
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L’IRC, dès le stade initial, entraine une rétention de phosphate par défaut d’excrétion. Afin de 

compenser cette tendance à l’hypophosphatémie, le seuil de réabsorption tubulaire du Pi est réajusté 

par augmentation de la sécrétion de FGF23 (via le tissu osseux). De manière concomitante, le déficit 

en production de vitamine D entraine une hypocalcémie. L’augmentation de la synthèse de PTH 

permet alors, à court terme, de normaliser la calcémie. À plus long terme, cette hyperparathyroïdie 

secondaire (PTH > 300 pg/mL chez l’homme) sollicite fortement le tissu osseux, principale réserve en 

Ca et Pi, et est à l’origine de troubles osseux. 

L’ostéodystrophie est la pathologie osseuse rencontrée chez les patients atteints de TMO-MRC. Le 

diagnostic repose sur l’analyse de trois paramètres : le remodelage, la minéralisation et le volume 

osseux. Nous distinguons plusieurs formes d’atteintes osseuses : les atteintes liées à une accélération 

du remodelage osseux (ostéite fibreuse), celles liées à un ralentissement du remodelage osseux 

(ostéopathie adynamique), et les atteintes liées à un trouble de la minéralisation (ostéomalacie). 

L’ostéite fibreuse est caractérisée par une formation et une résorption accélérée de l’os, conséquence 

d’une activité augmentée des ostéoclastes et des ostéoblastes. Ce remodelage accéléré provoque alors 

à terme une fibrose accompagnée d’une ostéopénie.  

L’ostéomalacie est caractérisée par un turnover osseux très ralenti associé à une grande quantité d’os 

non minéralisé (accumulation de tissu ostéoïde). 

Le maintien d’un remodelage osseux chez un patient IRC nécessite une hypersécrétion relative de 

parathormone (100 - 300 pg/mL chez l’homme). Cependant, si ce taux n’est pas augmenté 

(hypoparathyroïdie relative), avec des taux de PTH anormalement normaux pour un état d’IRC (< 

100 pg/ mL chez l’homme), une ostéopathie adynamique peut être retrouvée. Ces troubles peuvent 

être une conséquence d’une parathyroïdectomie, ou d’un traitement excessif par calcium et dérivé de 

la vitamine D par exemple. L’ostéopathie adynamique se caractérise par une activité ostéoblastique et 

ostéoclastique réduite, avec une absence de remodelage (50). 

De multiples altérations du système cardiovasculaire apparaissent également dès les premiers stades 

de la MRC, dont une dysfonction endothéliale, une rigidité vasculaire, une hypertrophie ventriculaire 

gauche et l’apparition de calcifications vasculaires. Les calcifications vasculaires (CV) retrouvées au 

cours de la MRC peuvent atteindre deux couches vasculaires : l’intima et la média. Les calcifications 

intimales sont responsables d’une accélération du processus d’athérosclérose et peuvent provoquer 

différents troubles ischémiques alors que les calcifications médiales augmentent, quant à elles, la 

rigidité artérielle. 

Aux stades les plus avancés de la MRC, le rein n’est plus capable d’assurer ses fonctions de maintien 

de l’homéostasie et une hyperphosphatémie se met en place. Il a été démontré que le phosphate était 

un puissant inducteur de la minéralisation osseuse ostéoblastique mais aussi un puissant inducteur de 

la calcification vasculaire in vitro et in vivo. Ainsi, au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires 
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(CMLV), de fortes concentrations de phosphate induiraient la minéralisation par trois principaux 

mécanismes : la différenciation ostéo-chondrogénique des CMLV (apparition de l’expression de BMP2, 

RunX2, Osterix, PAL et OPN), l’apoptose, et le remodelage de la matrice vasculaire (réduction des 

marqueurs contractiles SMalpha-actin, SM22alpha). Par ailleurs, le phosphate augmente l’expression 

de la matrix métalloprotéinases 9 (MMP9), une enzyme qui dégrade l’élastine. 

Les troubles directement liés à l’installation des pathologies osseuses décrites lors des IRC peuvent 

également jouer un rôle crucial dans le développement des CV. L’ostéite fibreuse entraîne une forte 

augmentation de calcium et de phosphate dans l’organisme, qui sont alors disponibles pour induire 

une CV. À l’inverse, l’ostéopathie adynamique provoque une augmentation de la calcémie et de la 

phosphatémie, par défaut d’utilisation dans le tissu osseux, ce qui peut alors favoriser une CV (Figure 

32) (51) 

 
 

Figure 32 Pathologies osseuses et calcifications vasculaires dans la maladie rénale chronique (MRC) 

 L’apparition des troubles minéraux lors d’une MRC entraine une augmentation ou une 

diminution de la secretion de la PTH. L’augmentation de cette hormone provoque une 

acceleration de la formation et de la résorption osseuse. L’os devient alors fibreux et de forte 

concentration de Ca et P sont retrouvées dans l’organisme. A contrario, une diminution de la 

sécretion est également possible. Le remodelage osseux est ainsi ralenti et les stocks de Ca et 

P sanguins disponibles restent elévés. Les augmentations de Ca et P provoquées par ces deux 

voies sont à l’origine de l’apparition des calcifications vasculaires. D’après Hénaut L et al, 

2015(51).  

Ostéopatie adynamique, 
ostéomalacie Ostéite fibreuse 
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1.4 Les vaisseaux 

1.4.1 Organisation/architecture/cellules	

La paroi artérielle est constituée de couches concentriques entourant la lumière artérielle, zone de 

circulation du flux sanguin. 

Trois couches successives sont définies : 

- L'intima est la couche interne, au contact du sang. Elle est formée par l'endothélium (52). Elle 

constitue une véritable interface d’échanges et a plusieurs rôles importants : 

• Un rôle de barrière physique qui autorise les échanges de substances nutritives 

avec le milieu intérieur.  

• Un rôle d’inhibition de la coagulation sanguine ou à l’inverse d'agrégation 

plaquettaire et formation de caillots. 

• Un rôle de contrôle de la vasomotricité (relaxation de la couche musculaire et 

vasodilatation). 

- La media est principalement constituée de cellules musculaires lisses (CML) (53). Les CML 

sont liées entre elles par une matrice extracellulaire composée de fibres élastiques, de collagène et de 

protéoglycanes. La media permet d’assurer l’élasticité et de modifier le calibre de l’artère par la 

contraction (vasoconstriction) ou la relaxation (vasodilatation) de ses cellules musculaires. En fonction 

de la taille de l’artère, la media sera plus ou moins importante.  

- L’adventice, constituée d’une matrice lâche d’élastine, de CML, de fibroblastes, de collagènes, 

assure la cohésion entre le vaisseau et les tissus qu’il traverse. Cette couche est perfusée par des petits 

vaisseaux (vasa vasorum) et innervée par les nerfs (54). Le système capillaire des vasa vasorum permet, 

dans les vaisseaux de gros diamètre, l’apport des nutriments aux cellules les plus éloignées de la 

lumière du vaisseau. Il est présent dans toutes les artères comportant plus de 29 unités lamellaires. 

Ces trois couches concentriques sont délimitées par deux couches concentriques d’élastine : la 

limitante élastique interne qui sépare l’intima de la média, et la limitante élastique externe qui sépare 

la média de l’adventice. 
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Figure 33 Schéma du réseau vasculaire artériel et veineux humain et ultrastructure de la paroi 

artérielle 

D’après la thèse de G. Y.Rochefort,  
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2 Matériel	et	méthodes	
2.1 Les lignées de souris 

Les lignées souches de souris sont issues d’une collaboration avec le Professeur Heiner Schrewe (Max-

Planck institute for Molecular Genetics, University of Berlin). Les souris transgéniques ont un fond 

génétique C57bl6. Elles sont hébergées en animalerie conventionnelle agréée, avec un cycle de 12H 

/12H jour/nuit à une température 22±1°C et 55±10% d’humidité. Les animaux sont nourris avec un 

régime adapté aux rongeur (M20, SDS : Special Diets Services). 

L’ensemble des expérimentations animales est pratiqué selon les directives de la commission 

européenne sur l’expérimentation animale (agréments locaux : B-92-049-01, APAFIS 

2018012310506063).  

2.1.1 Les	souris	Vasn	Knock-Out	

Les animaux fondateurs de la lignée Vasn Knock-Out (Vasn KO) ont été générés par l’équipe du Max-

Planck institute for Molecular Genetics, à partir de ESC (Embryonic Stem Cells) hétérozygotes pour 

l'allèle Vasn KO, obtenue par délétion complète de l’exon 2, unique exon codant, en utilisant la 

technique d'agrégation de la morula (1) (55). Les embryons sont ensuite réimplantés dans un fond 

génétique C56Bl6j. 

  

 

Les accouplements sont réalisés entre femelles et males Vasn+/- (Hz) afin de générer une population 

d’animaux Vasn KO ; Vasn +/- (Hz), et sauvage (WT). Les animaux Vasn KO meurent précocement, avant 

la maturité sexuelle, et ne peuvent donc être mis en reproduction. 

La détermination du génotype des animaux nouveau-nés est réalisée par PCR, après extraction de 

l’ADN génomique au direct tail (Euromedex) en suivant les recommandations du fournisseur. Les 

primers utilisés pour l’amplification sont les primers 442, 110 et 326 (annexe 1). La taille attendue des 

amplicons est 146 pb pour l’allèle muté et 348pb pour l’allèle sauvage. 

Figure 34 Construction des souris Vasn KO 
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Figure 35 Génotypage de souris Vasn KO 

A : Localisation de la position des primers 442, 110 et 326 sur les allèles Vasn WT et Vasn KO ; 

B : résultat du génotypage des souris WT, Vasn Hz et Vasn KO. Le marqueur de taille utilisé est 

un 100pb ladder (D’après la thèse d’ Anja Michaela Krautzberger) 

 

2.1.2 Les	souris	Vasn-LacZ		

Les souris Vasn Lac Z sont des souris transgéniques ayant été modifiées génétiquement afin d’exprimer 

un gène rapporteur, le gène Lac Z. Les souris ont été générées dans l’unité du Professeur Heiner 

Schrewe (Max-Planck institute for Molecular Genetics, University of Berlin). La construction a été 

réalisée par recombinaison homologue d’ ESC au stade G4 en remplaçant l’exon 2 de la séquence de 

Vasn par le gène LacZ fusionné à un peptide NLS (Nuclear Localization Signal) (2). Les souris 

homozygotes LacZ, selon cette construction, sont Vasn -/- (Vasn KO) et ne survivent pas au-delà de 24 

jours. De ce fait, les expériences ont été réalisées uniquement sur les souris hétérozygotes LacZ. Les 

souris transgéniques utilisées sont ainsi LacZ -/+ (LacZ Hz) mais aussi Vasn -/+ (Vasn Hz).  

Ce gène rapporteur a été utilisé pour permettre de visualiser l'expression du gène Vasn. En effet, il 

code une enzyme, la ß-galactosidase, qui a une activité enzymatique détectable. Elle métabolise le X-

gal faisant apparaître une coloration bleue. 

Les primers utilisés pour l’amplification de la cassette LacZ sont les primers 379 et 380 (annexe 1). La 

taille attendue des fragments est 429 pb lorsque LacZ est présent. 

 

B 

KO Hz WT 

Vasn wild-type allele 

Vasn knock out allele 
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A : Localisation de la position des primers 442, 110 sur les allèles Vasn WT et 379, 380 sur les 

allèles comportant l’insertion du gène LacZ ; B : résultat du génotypage des souris pour le 

gène LacZ, avec uniquement les primers 379 et 380, la première souris n’a pas eu d’insertion 

du gène alors que les deux suivantes sont hétérozygotes ou homozygotes pour LacZ. Un second 

génotypage Vasn (avec les primers 442 et 110) est nécessaire afin d’identifier les 

hétérozygotes LacZ aux homozygotes LacZ. Primer ladder de 100pb. D’après la thèse d’ Anja 

Michaela Krautzberger 

 
2.1.3 Les	souris	Vasn	Flox	+/+	CAGGS-Cre-ERTM	

Les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM sont des souris transgéniques portant un gène cible, Vasn, 

floxées homozygote ou hétérozygote, et le gène codant pour la protéine de fusion CreERTM inductible 

par le Tamoxifène (100µl/j sur 5 jours d’une solution organique de Tamoxifène à 20mg/ml en IP). 

L’exon 2 du gène Vasn est flanqué en 3’ et 5’ par deux séquences loxP de 34pb. L’insertion de la CAGGS-

Cre-ERTM se situe au niveau du promoteur du récepteur aux œstrogènes 1. Son expression est 

ubiquitaire (56). 

En présence de tamoxifène, l’expression systémique de l’enzyme CRE est induite et l’activité 

topoisomérase 1 de cette enzyme va provoquer l’excision de la séquence d’ADN (ici l’exon 2 du gène 

Vasn) située entre les 2 sites loxP. Ceci conduit à la délétion de l’exon 2 du gène Vasn dans l’ensemble 

des cellules, des tissus, y compris des embryons en développement et les cellules cultivées provenant 

de souris transgéniques Vasn Floxed +/+ CAGGS-Cre-ERTM.  

Deux génotypages sont réalisés afin de valider la construction génétique. Le premier permet de vérifier 

la présence des site loxP de part et d’autre du gène Vasn. Les primers alors utilisés pour l’amplification 

sont les primers 715 et 716 (annexe 1). La taille attendue du fragment lorsque Vasn est loxée est de 

210 pb alors que celui de Vasn WT est de 150 pb. 

Le deuxième génotypage permet de vérifier la présence de la CAGGS-Cre-ERTM à l’aide des primers 202 

et 203. Un fragment de 410bp est attendu lorsque la CAGGS-Cre-ERTM est présente. 

LacZ allele

Vasn wild type allele

B

WT Lz Lz

                Figure 36 Génotypage des souris Vasn LacZ 
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L’étude préliminaire a montré un décès précoce des souris Vasn Floxed +/+ CAGGS-Cre-ERTM dans la 

période de 24 à 30 jours Post Induction (PI). 

 
Figure 37 Génotypage des souris LoxP 

Localisation de la position des primers 715 et 716 sur les allèles Vasn WT et Vasn-floxed. 

D’après la thèse d’ Anja Michaela Krautzberger 

 
2.2 Modes de prélèvement des fluides biologiques 

2.2.1 Prélèvements	urinaires	

Les urines des souriceaux Vasn KO et WT recueillies à J7, J14 et J21 ont été récoltées par spotting 

successifs sur une plaque de verre.  

Afin de recueillir les urines, les souris de la lignée Cre/Lox ont été placées dans des cages à métabolisme 

pendant 2h, tous les 48-72h à partir du premier jour d’injection du tamoxifène. Elles avaient un accès 

libre à l’eau et étaient privées de nourriture. 

2.2.2 Prélèvements	sanguins	

Concernant la lignée Vasn KO, les prélèvements sanguins ont été réalisés à J21, sous 

anesthésie (Kétamine 80mg/kg et Xylazine 10mg/kg), en intra cardiaque, entrainant leur mise à mort 

par la suite.  

Concernant la lignée Cre/Lox, les prélèvements sanguins ont été réalisés dans la zone sous 

mandibulaire à trois reprises, 7 jours avant l’injection de tamoxifène, le jour de l’induction et à J22 post 

induction. Le volume prélevé était de 200 µL pour les deux prélèvements initiaux et de 600 à 1000 µL 

pour les prélèvements à J22. Les souris prélevées ont été supplémentées à l’aide d’une injection intra 

péritonéale de 200 µL de sérum physiologique, 7 jours avant l’injection et à J0.  
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Les prélèvements réalisés avant l’injection de tamoxifène ont été effectués à l’état vigile. Les 

prélèvements à J22, le jour du sacrifice, ont été réalisés sous anesthésie (Kétamine 80mg/kg et Xylazine 

10mg/kg). Les souris ont ensuite été sacrifiées par dislocation cervicale. 

L’ensemble des prélèvements ont été récoltés dans des microtubes préalablement héparinés. Le sang 

a ensuite été centrifugé à 2500G pendant 20 min à 4°C afin de récolter le sérum.  

 

2.3 Histologie 

2.3.1 Inclusions	des	tissus	

Afin d’inclure les tissus en paraffine et en cryo-enrobage, les animaux anesthésiés ont reçu une 

perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde 4% (PFA 4%) à l’exception des souris prévues pour 

étudier l’histologie des cerveaux. 

2.3.1.1 Paraffine  

Les fémurs, les reins et les cerveaux ont été inclus en paraffine selon le protocole suivant : rinçage des 

prélèvements dans des bains de solution saline (PBS, euromedex), déshydratation des prélèvements 

dans des bains d’alcool croissants successifs, puis dans un bain de toluène (Fisher chemical, UK), 

imprégnation dans le paraPlast (leica) une nuit à 59 ̊C, et inclusion en bloc le lendemain. 

Les fémurs ont préalablement été décalcifiés à l’aide d’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) 

à 4,13% pendant 5jours (EDTA, Fischer) à 4°C. 

Des coupes axiales de 7 microns des reins et fémurs ont été réalisées au microtome (Jung AG, 

Heidelberg, Germany).  

2.3.1.2 Cryo-enrobage 

Les fémurs, les reins, les aortes, les cerveaux et les mandibules ont été inclus avec du Cryomatrix™ 

Frozen Embedding Medium (Thermo Scientific™ Shandon ; 6769006), par immersion dans de 

l’isopentane préalablement refroidi à -80 °C. 

Les fémurs et mandibules avaient été préalablement décalcifiés à l’aide d’acide éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) pendant 5 jours (EDTA, Sigma, St. Louis, USA). 

Les cerveaux ont été déshydratés dans une solution de sucrose 20% à 4°C pendant 24h puis dans une 

solution de sucrose 30 % à 4 °C pendant 24 h sans fixation préalable. 

Des coupes sagittales de 7 µm ont été réalisées à l’aide du Cryostat (Leica ; CM1950) à -20°C. Les 

cerveaux ont été inclus, coupés et colorés dans le laboratoire de l’équipe de Pr Said Kamel (INSERM 

UMR 1088) 

2.3.1.3 Méthyl-méthacrylate 

Les inclusions méthyl-méthacrylate ont permis de réaliser des coupes de fémurs et mandibules non 

décalcifiés. Les fémurs ont été fixés dans une solution d‘éthanol 70% (Fisher chemical. UK), 
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directement après leur prélèvement. Les échantillons ont ensuite été soumis à une déshydratation 

lente sur 4 jours et une imprégnation sous vide pendant 24 h. L’inclusion a été réalisée dans la résine 

à -20 °C pendant 24 h. 

Les coupes sagittales de mandibule et fémur de 5 μm d’épaisseur ont été obtenues à l’aide d’un 

microtome Polycut E microtome (Leica, Wetzlar, Germany).  

2.3.2 Colorations	standard	

2.3.2.1 Trichrome de Masson 

Les colorations Trichrome de Masson ont été effectuées sur les reins fixés en PFA 4% et inclus en 

paraffine selon un protocole classique. Après réhydratation, les lames ont été placées dans des bains 

successifs :  

- Hémalun 5 min  
- Rinçage eau courante 
- Fonceau Fuschine 5 min  
- Rinçage acide acétique 2%  
- Orangé G molybdique 5 min 
- Rinçage acide acétique 2%  
- Vert lumière 5 min 
- Rinçage acide acétique 2%  

 
Une déshydratation et un montage dans le milieu de montage « DEPEX » sont ensuite effectués. 
2.3.2.2 Coloration des valves 

Les colorations des valves aortiques ont été effectuées sur les coeurs, disséqués à l’aide d’un 

microscope optique et inclus en Cryomatrix™ Frozen Embedding Medium (Thermo Scientific™ 

Shandon ; 6769006). Une coloration Hemalun Eosine a ensuite été réalisée dans le laboratoire du Pr S. 

Kamel (Inserm U1088) :  

- Hémalun 5 min  
- Rinçage eau courante 
- Eosine 1 min  
- Rinçage eau courante 

 
2.3.2.3 Coloration Von Kossa 

Les colorations Von Kossa ont été effectuées sur les fémurs et mandibules non décalcifiés inclus en 

méthyl-méthacrylate selon un protocole classique après déplastification : 

- Nitrate d’argent 5% 30 min  
- Rinçage eau distillée 
- Carbonate de formaldéhyde 2 min  
- Rinçage eau courante 10min 
- Rinçage eau distillée 
- Contre coloration Nucleau Fast red 5% 3 min 
- Rinçage eau distillée Vert lumière 5 min 
- Rinçage alcool 95°  

- Les lames ont été montées le lendemain. 
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2.3.2.4 Réaction TRAP 

La phosphatase acide tartrate-résistante (TRAP) est une enzyme exprimée par les ostéoclastes et les 

pré-ostéoclastes. La coloration TRAP a été réalisée sur les coupes de fémur et d’os alvéolaire inclus en 

résine Méthyl-méthacrylate sans décalcification préalable pour la lignée de souris Cre-lox et inclus en 

cryomatrix avec décalcification pour la lignée Vasn KO et LacZ. Les coupes ont été incubées 1h (pour 

les coupes méthyl-méthacrylate) et 15min pour les coupes paraffine, à 37°C dans une solution (pH=5.2) 

composée de 64mg d’acétate de sodium anhydre, de 10 ml d’eau distillée, de 100 µl d’acide acétique, 

de 10 mg de naphtol ASTR phosphate dissout dans 50 µl de N,N-diméthylformamide, de 230 mg de 

tartrate de sodium et de 10 mg de Fast Red TR salt. Les ostéoclastes et pré-ostéoclastes sont ainsi 

colorés en rouge et observés directement en microscopie optique, avec un montage lamelle-eau. 

Le comptage de l’activité TRAP a été réalisé sur le logiciel Image J. Une contre coloration en Vert de 

Méthyl a été réalisée sur les coupes issues de la lignée Vasn KO. 

 

2.3.2.5 Réaction ALP 

La réaction ALP a été réalisée sur les coupes de fémur et d’os alvéolaire inclus en Méthyl-méthacrylate 

sans décalcification préalable pour la lignée de souris Cre-lox et inclus en cryomatrix avec 

décalcification pour la lignée LacZ. Elle a été réalisée en pré-incubant les lames dans une solution Tris-

Triton 0,1% pendant 10min suivi d’un rinçage au Tampon Tris 0,1 M à pH 9. Les lames ont ensuite été 

incubées pendant 30min à 37°C dans une solution composée de 5,32 mg de Naphtol Aster phosphate 

dissout dans 100µl du Diméthylformamide, 8mg du Fast Blue salt, 10ml du Tris 0,1 M, pH 9 et du MgCl2, 

puis rincées au Tris 0,1 M, pH 9. Le substrat phosphate p-nitrophényl est hydrolysé par la Phosphatase 

Alcaline de l’échantillon, en présence d’ions Magnésium, pour former du p-nitrophénol de couleur 

violette au microscope optique. 

 

2.3.2.6 Réaction X gal 

Les réactions X gal ont été effectuées sur les coupes de reins, fémurs, mandibules et aortes des souris 

Vasn LacZ inclus en OCT. 

Les fémurs et mandibules avaient été préalablement décalcifiés à l’aide d’acide éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) pendant 5 jours (Thermofischer). 

Les lames ont été incubées pendant 10 min à température ambiante dans une solution 1 composée 

d’EGTA 5 mM, déoxycholate de sodium 0.01%, NP40 0,02%, MgCl2 2 mM et PBS. Elles ont ensuite été 

rincées et incubées à 37 °C, une nuit, dans une solution 2 composée de Ferricyanure de potassium 

5 mM, Ferrocyanure de potassium 5 mM et Xgal (1 mg/ml).  

Une contre coloration à l’éosine a été effectuée. 



77 
 

2.4 Biochimie 

2.4.1 Immuno	Histo	Chimie	

Les IHC ont été réalisées sur les échantillons inclus en paraffine, préalablement déparaffinés selon le 

protocole standard (Toluène 5min X 2, alcool 100° 5min, alcool 95° 5min X 2). 

Le blocage est réalisé au PBS-BSA 5% pendant 1h à température ambiante, aucun démasquage n’a été 

effectué pour l’IHC Vasn.  

Les anticorps primaires  anti Vasn utilisés :  

Anticorps du commerce  

Ac anti Vasn Sc47564 (Santa Cruz) et Ac Anti Vasn PA011246 (Atlas antibodies)  

Ac anti Beta-Galactosidase polyclonal (Abnova) PAB9921 

Ac Anti-PCNA monoclonal (PC10) (Abcam) AB29 

 

Anticorps fournis par le Professeur Heiner Schrewe (Max-Planck institute for Molecular Genetics, 

University of Berlin) 

 

Anticorps ciblés contre le peptide Slitl2-10 de Vasn: SKATEGGGEALSGGPE 

Ac n°1 : Rabbit 1, affinity purified against peptide Slitl2-10, monospecific IgG, 130 days after 

immunization in 0.02% sodium azide 

Ac n°2 : Rabbit 2, affinity purified against peptide Slitl2-10, monospecific IgG, 130 days after 

immunization in 0.02% sodium azide 

Anticorps Ciblés contre le peptide Slitl2-Cterm de Vasn : GPSLQGVLPAKHYI 

Ac n°3 : Rabbit 1, affinity purified against peptide Slitl2-Cterm, monospecific IgG, 130 days after 

immunization in 0.02% sodium azide 

Ac n°4 : Rabbit 2, affinity purified against peptide Slitl2-Cterm, monospecific IgG, 130 days after 

immunization in 0.02% sodium azide 

Ac n°5 : Guinea pig, peptide Slitl2-Cterm, monospecific IgG, 130 days after immunization in 0.02% 

sodium azide 

 

Les anticorps secondaires utilisés :  

Anticorps monoclonal anti rabbit (Dakocytomation)  
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2.4.2 Dosage	Ca/	P	

Les dosages de calcium et phosphate ont été réalisés sur les sérums des souris Vasn KO et WT à J21 à 

l’aide des kits de détection par colorimétrie (Calcium : Abcam AB102505 ; Phosphate : Abcam 

AB65622). 

2.4.3 Konelab	

Les dosages urinaires (créatinine et protéines) et plasmatiques (créatine, urée et protéines) ont été 

effectués sur l’analyseur Konelab (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 

2.4.4 ELISA	marqueurs	sériques	et	urinaires	

Les dosages des marqueurs sanguins TRAP et ALP ont été effectués avec les Kit ELISA SEB091Mu liver, 

bone and kidney ALPL (Cloud clone corp) et Kit ELISA SEA902Mu TRAP 5b (Cloud clone corp) à partir 

des sérums des souris, selon le protocole fourni par le fournisseur. Le dosage du CTx urinaire a été 

réalisé avec le Kit ELISA CEA665Mu Cross linked C-telopeptide du collagène de type 1 (Cloud clone 

corp) selon le protocole fourni par le développeur.  

 

2.5 Imagerie 

2.5.1 Micro	CT	

La micro-tomodensitométrie ou Micro-CT est une technique d’imagerie par rayons X en 3D. Elle 

comporte trois étapes différentes : l'acquisition des images par rayons X, la reconstruction 

informatisée des images 3D à partir des images de projection et l’analyse de l'image 3D. Le Micro CT 

Perkin Elmer Quantum FX a permis l’acquisition d’une imagerie du squelette et du fémur avec les 

paramètres suivants : tension 80kV ; voltage 160mA ; temps d'exposition 3min ; rotation de 360° ; 

angle de rotation 0,1° sur des souris anesthésiées par inhalation d’Isoflurane.  

Les scanners injectés ont été réalisés en utilisant le sulfate de Barium 90% (Micropaque©) comme 

agent de contraste. Cette injection létale a été réalisée après anesthésie de l’animal (Kétamine 

80mg/kg et Xylazine 10mg/kg) 

Les images 3D ont été reconstruites selon l’Algorithme de Feldkamp et ont été analysées en utilisant 

les logiciels d'imagerie CT Skyscan (v1.13.5.1, Kontich, Belgium) et OsiriX (version3.7.1). Les analyses 

ont abouti à la reconstruction de données 3D avec un voxel isotopique de 20μm. Une segmentation 

des images du fémur a été réalisée afin de permettre le calcul du volume et de la microarchitecture 

osseuse. 

2.5.2 Microscopie	Electronique	à	Transmission	(MET)	

Les images obtenues en microscopie électronique à transmission (MET) ont été réalisées sur la 

plateforme de l’institut Cochin, Imagerie cellulaire, microscopie électronique (Alain Schmitt). Les 
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échantillons ont préalablement été fixés dans le glutaraldéhyde 2,5%. Ils ont été inclus dans de la résine 

époxy afin d’obtenir des coupes de 90 nm (microtome Reichert Ultracut S (Leica, Germany)) puis placés 

sur des grilles recouvertes de nickel et colorés à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb (Electron 

Microscopy Sciences). Les images ont été réalisées avec un microscope électronique à transmission 

JEOL 1011 (filaments Tungstène), 80kV munis d’une caméra numérique GATAN Orius SC1000 port 

Haute résolution. 

2.5.3 Spectrométrie	IR	

Des coupes de reins de 5 µm inclus en paraffine ont été déposées sur lames MirrIR. La spectrométrie 

IR a été réalisée par les Dr M. Daudon et V. Frochot, du service des Explorations fonctionnelles 

multidisciplinaires, Hôpital Tenon (APHP, Paris).  

2.5.4 Échographie	cardiaque	

Les échographies cardiaques ont été réalisées sur la plateforme d’imagerie du petit animal de l’institut 

Cochin (Gilles Renault et Carmen Marchiol). L’appareil échographique utilisé est le Vevo 770 car il 

permet une imagerie cardiaque de bonne qualité, grâce à une très bonne résolution spatiale et 

temporelle (70 images/seconde). 

Le module cardiologie de l'appareil a permis de suivre les déplacements des points situés sur une ligne 

échographique au cours du temps et permet la mesure des dimensions des parois et de la cavité 

cardiaque en diastole et en systole (mode TM). Il a ensuite été possible d’extraire les paramètres 

fonctionnels de contraction myocardique afin de détecter des anomalies telle qu’une dilatation des 

cavités cardiaques ou une diminution de la fraction d’éjection. 

 

2.6 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Prism Version7 (GraphPad Software, La 

Jolla California USA, www.graphpad.com).  

Les résultats sont donnés en moyenne ± écart-type. La comparaison entre les groupes a été effectuée 

en utilisant le test t de Student ou des tests non paramétriques lorsque le nombre de données / 

échantillons était inférieur à 30 pour correspondre à la loi normale (test de Kruskal-Wallis suivi, si 

significatif, de comparaison avec le test de Mann-Whitney). Les différences entre les groupes ont été 

considérées significatives lorsque p£0,05. 
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3 Résultats	
3.1 Développement pathologique des souriceaux Vasorine -/-  

3.1.1 Caractéristiques	générales		

Les résultats de la thèse d’Anja Michaela Krautzberger en 2010, ont permis d’établir une courbe de 

survie avec un grand nombre d’animaux. A partir de ces données, nous avons choisi de sacrifier les 

animaux 21 jours après leur naissance afin de limiter leur souffrance et d’éviter d’atteindre les points 

limites préalablement fixés. Un suivi régulier de leur poids a été mis en place pour détecter une prise 

ou perte de poids anormale liée à une souffrance physique ou psychique et/ou liée à l’apparition d’une 

pathologie systémique. 

Les souris Vasn KO mouraient précocement, aux environs de J24 post natal. Les souriceaux n’étant pas 

encore sevrés, un lien avec une dénutrition associée à un sevrage trop précoce est exclu. 

Les courbes de poids des souris ont montré une prise de poids homogène pour l’ensemble des souris 

jusqu’à J18. Aucune variation entre les souris WT et Hz n’a été retrouvée, les courbes se superposant. 

En parallèle, les souris Vasorine KO présentaient une stagnation significative de leur poids, dès J18. La 

période J18-J21 était alors marquée comme une période de transition, symptomatique, où certaines 

pathologies, encore inconnues, se développeraient ou s’aggraveraient (Figure 38).  

 

 
Figure 38 Courbes de poids des souris WT, Vasn Hz et Vasn KO 

Courbes de poids établies à partir des moyennes des souris Vasn KO, Vasn Hz et WT ; Chaque 

point représente la moyenne de poids par jour et pour chaque groupe +/- l’écart type ; n= 7 

pour chaque groupe (5 portées) ;* p<0,05  
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Durant ces 4 jours, les souris ont été particulièrement surveillées. Les souris Vasn KO ne présentaient 

pas d’autre anomalie clinique, leur mobilité n’était pas altérée, et leurs comportements restaient 

« classiques ». 

 

3.1.2 Phénotype	osseux	

3.1.2.1 Retard de croissance 

Un retard de croissance des souris Vasn KO a été observé au sein de certaines portées (dès J14 

environ). Cette différence morphologique de taille, visible à l’œil nu, n’était pas présente 

systématiquement et a été quantifiée par la suite (Figure 39).  

 

  
 

Figure 39 Taille d 'une souris WT et Vasn KO âgée de 21 jours d'une même portée 

 
  

WT

KO
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Les mesures en micro CT du corps entier et du fémur ont permis d’établir des données précises sur des 

groupes de 7 animaux par génotype.  

Aucune différence morphologique n’était caractérisable entre les souris WT et Vasn Hz à J21. Les souris 

Vasn KO présentaient une taille réduite du squelette axial associée à un fémur plus petit (p<0,005) ( 

Figure 40). 

 

 
 

Figure 40 Différences morphologiques du squelette axial et appendiculaire 

A  Visualisation par reconstruction 3D des squelettes des souris WT, Vasn Hz et Vasn KO âgées 

de 21 jours ; B Moyennes par groupe de la taille de la colonne vertébrale et des fémurs à J21  

* p<0,05 ;  **p<0,005 (n=7) 
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La croissance osseuse des souris Vasn KO étant ainsi perturbée, une caractérisation histologique de la 

plaque de croissance au niveau de la métaphyse distale du fémur nous a permis de confirmer ce 

résultat. 

Plusieurs modifications de la plaque de croissance ont été identifiées chez les souris Vasn KO en 

comparaison avec les souris WT. Aucune différence significative n’était observée au niveau de la 

plaque de croissance entre les souris Vasn Hz et les souris WT.  

Nous avons, dans un premier temps, observé une diminution de la hauteur totale de la plaque de 

croissance. A l’aide d’une IHC ciblée contre le polypeptide intranucléaire « proliferating cell nuclear 

antigen » (pcna) dont l’expression et la synthèse sont corrélées avec la prolifération cellulaire, nous 

avons ensuite pu mettre en évidence une atteinte de la plaque de croissance caractérisée par une 

nette diminution du nombre de cellules pcna+ par colonnes (p<0,005) (Figure 41). 

 
Figure 41 Une plaque de croissance réduite 

A  Coloration Hemalun, IHC PCNA+ (marqueur de prolifération cellulaire) et coloration 

Safranine O des plaques de croissance des souris WT et Vasn KO à J21 (de haut en bas) ;          

B Moyennes par groupe de la hauteur de la zone hypertrophique et de la zone proliférative de 

la plaque de croissance. Rapport du nombre de cellule PCNA+ par colonne pour chacun des 

groupes ; * p<0,05 (n=6) ; P: Proliférative ; H: Hypertrophique ; IHC: Immuno histo chimie 

 
3.1.2.2 Profil ostéopénique 

La structure de l’os trabéculaire sous cette plaque de croissance était elle aussi modifiée. Nous avons 

évalué la microarchitecture de la métaphyse distale du fémur à l’aide des acquisitions micro CT. 
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Quatre critères ont été sélectionnés : le volume total des travées osseuses au sein de la zone (BV/TV), 

le nombre de travées osseuses (Tb.N), leur épaisseur (Tb.Th) et l’espacement entre plusieurs travées 

(TP.Sp). 

Aucune différence significative n’est encore établie entre les souris WT et Hz alors que le groupe des 

souris KO présentait une microarchitecture très perturbée. Le volume total des travées osseuses 

(BV/TV) représentait 5,274 % dans le groupe des souris WT vs 2,827 % dans le groupe des souris KO 

(p=0,0001). Les travées étaient moins nombreuses et moins épaisses chez les souris KO avec un Tb.N 

WT 0,811 vs KO 0,472 et Tb.Th WT 0,066 vs KO 0,060 (respectivement p=0,0001et p= 0,012) (Figure 

42). 

 
Figure 42 Ostéopénie fémorale chez les souris Vasn KO 

A  Visualisation par reconstruction 3D de la zone trabéculaire de la métaphyse distale du fémur 

(zone d’intérêt) ; B  Visualisation par reconstruction 3D de cette zone trabéculaire, chez les 

souris WT, Vasn Hz et Vasn KO âgées de 21 jours ; C Moyennes par groupe du volume total des 

travées osseuses(BV/TV), du nombre de travées osseuses (Tb.N), de l’épaisseur des 

travées(Tb.Th) et de leur espacement (TP.Sp) à J21 ; * p<0,05 ;  **p<0,005 (n=7) 
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Les résultats obtenus au niveau de l’os trabéculaire fémoral ont été confirmés au niveau de l’os 

alvéolaire. La zone analysée se situe sous la 1ère molaire mandibulaire. 

Les souris WT et Hz présentaient une microarchitecture alvéolaire semblable (pas de différence 

significative) alors que les souris KO avaient, une fois encore, une microarchitecture atypique. 

Le volume total des travées osseuses (BV/TV) était réduit dans le groupe des souris KO (19,436%) 

comparées aux souris WT (32,216%) avec un p<0,0001. Les travées étaient également moins 

nombreuses et légèrement plus espacées chez les souris KO avec un Tb.N WT à 3,144 vs Tb.N KO à 

2,292 et un Tb.Th WT à 0,177 vs Tb.Th KO à 0,216 (respectivement p= 0,015 et p= 0,0025) (Figure 43). 

Compte tenu de l’absence de différence significative entre les souris WT et Vasn Hz, seuls les résultats 

des souris Vasn KO et des souris WT sont présentés par la suite. Les contrôles sur les souris Vasn Hz 

ont continué à être effectués et aucune modification n’a pu être mise en évidence. 
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Figure 43 Ostéopénie alvéolaire chez les souris KO 

A  Visualisation par reconstruction 3D de l’os  alvéolaire situé sous la première molaire 

mandibulaire (zone d’intérêt) ; B  Visualisation par reconstruction 3D de cette zone 

trabéculaire, chez les souris WT, Vasn Hz et Vasn KO âgées de 21 jours ; C Moyennes par 

groupe du volume total des travées osseuses(BV/TV), du nombre de travées osseuses (Tb.N), 

de l’épaisseur des travées(Tb.Th) et de leur espacement (TP.Sp) dans la zone d’intérêt à J21      

* p<0,05, **p<0,005 (n=7) 
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3.1.2.3 Augmentation de l’activité ostéoclastique 

L’ostéopénie observée dans les zones trabéculaire et alvéolaire pouvait être la conséquence de 

plusieurs processus :  

- Un défaut lors de la formation osseuse en rapport avec la plaque de croissance.

- Un défaut lors du remodelage osseux lié à une diminution de la formation osseuse avec une altération

de l’activité ostéoblastique et/ou lié à une augmentation de l’activité ostéoclastique.

Sur les coupes histologiques de fémur des souris Vasn KO et WT, âgées de 3 semaines, la réaction

enzymatique acide tartrate phosphatase résistante (TRAP) a permis de détecter une activité

ostéoclastique (coloration rouge). Un comptage de la surface en résorption rapportée à la surface

osseuse trabéculaire totale disponible, Oc.S/BS (%)  a été effectué au sein de la secondary spongiosa.

Seuls les ostéoclastes en contact avec la surface osseuse et présentant une lacune osseuse sous jacente

ont été pris en compte dans le comptage.

La surface en résorption de la zone trabéculaire fémorale des souris Vasn KO était de 30% alors qu’elle

n’était que de 18% chez les souris WT (p= 0,045). Cette augmentation d’activité résorptive pourrait

être due soit à une augmentation du nombre d’ostéoclastes, soit à une augmentation de l’activité de

chaque ostéoclaste (Figure 44).

Figure 44 Résorption augmentée chez les souris Vasn KO 

A Pourcentage d’os en résorption dans le groupe des souris WT comparée au souris KO à 21 

jours (n=3) ; B Coupes histologiques d’un fémur WT et d’un fémur KO à J21 avec les 

marquages TRAP et contre colorées en vert de Méthyl. * p<0,05 

J21

WT KO
0

10

20

30

40

R
es

or
pt

io
n 

%

*

WT KO

B 

A 

O
c.

 S
 / 

BS
  %

 



88 
 

3.1.2.4 Homéostasie phospho-calcique perturbée 

La calcémie et la phosphatémie ont été mesurées dans le plasma sanguin prélevé lors du sacrifice à 

J21, pour 7 souris Vasn KO et 7 souris WT. Nous avons pu mettre en évidence une hypercalcémie 

associée à une hyperphosphatémie chez les souris Vasn KO (ca = 0,13µg/µl et P = 1,2 nmol/µl) 

comparées aux souris WT (Ca = 0,09 µg/µl ; P = 0,9 nmol/µl) (respectivement p = 0,006 et p = 0,007) ( 

Figure 45). 

 
 

Figure 45 Calcémie ionisée et phosphatémie plasmatique des souris Vasn KO et WT 

 Moyenne des concentrations de calcium ionisé et de phosphate plasmatique issues des souris 

WT comparées aux souris Vasn KO à 21 jours. (n=7). ** p<0,005 
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3.1.3 Phénotype	rénal	

3.1.3.1 Morphologie rénale 

Nous savions au départ du projet que les souris Vasn KO étaient plus petites et que ce phénotype était 

létal. Rechercher la cause du décès était une étape incontournable.  

Lors des sacrifices, tous les organes ont été prélevés et observés sur coupe histologique. Les souris 

avaient toutes deux reins symétriques, de taille et de poids normaux. Il est rapidement apparu que le 

rein présentait des anomalies majeures de structures (Figure 46). 

 

 

 
 

Figure 46 Tubules dilatés et remplis de cylindres chez les souris Vasn KO 

Coupes histologiques du cortex rénal de souris Vasn KO et WT à J21, colorées au trichrome de 

Masson ; Les tubules des souris Vasn KO sont moulés par un amas de protéines appelés 

cylindres; G : Glomérule, T : Tubule, A : Artériole, V : Veine, Flèche : tubules dilatés 
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Les coupes histologiques des reins prélevés chez les souris Vasn KO à J21 présentaient une 

morphologie caractéristique visible en microscope optique. Certains tubules étaient dilatés et remplis 

de cylindres (Figure 46). En néphrologie, un cylindre urinaire est un élément microscopique constitué 

de différentes protéines contenues et moulées dans les tubes conduisant l'urine. Ils sont classés selon 

leur composition. Nous avons ensuite réalisé une coloration Von Kossa pour rechercher des 

calcifications tubulaires ou une néphrocalcinose, ce qui était possible dans un contexte de troubles 

phosphocalciques. La coloration nous a permis d’invalider cette hypothèse car aucun marquage au 

sein des tubules ou de l’interstitium affectés n’a pu être visualisé (Figure 47).  

 

 
 

Figure 47 Absence de calcification dans les tubules dilatés des souris Vasn KO 

Coupe histologique du cortex rénal d’une souris Vasn KO à J21, colorée au Von Kossa; Flèche : 

tubules dilatés non marqués 
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Afin d’écarter définitivement l’hypothèse de calcifications à l’intérieur des tubules rénaux, nous avons 

réalisé en collaboration avec l’équipe du Pr M. Daudon, Hôpital Tenon APHP, une spectrométrie IR 

centrée sur un tubule dilaté préalablement sélectionné (sélection visuelle sur coupe). Les absorbances 

obtenues étaient fonction des groupes moléculaires rencontrés. Aucune liaison calcique n’a été mise 

en évidence, seulement des liaisons de type protéique (Figure 48).  

 

 
 

Figure 48 Amas de protéines dans les tubules dilatés 

A : Sélection de la zone d’étude située au niveau d’un tubule dilaté d’un rein de souris Vasn KO 

à J21 ; B Spectre IR du tubule dilaté sélectionné 
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Les IHC permettant l’identification de tous les segments tubulaires ont montré que tous les types de 

tubules étaient atteints (Figure 49). L’IHC Aquaporine AQP2, protéine permettant la réabsorption de 

l’H2O et marquant les tubules connecteurs et collecteurs, a permis de montrer que certains tubules 

connecteurs et collecteurs étaient dilatés (Figure 49A). De la même façon, l’IHC du transporteur 

sodium chlore (NCC) (Figure 49B), marquant les tubules contournés distaux, était positive sur certains 

tubules dilatés. Enfin l’IHC de la Tamm-Horsfall Protein (THP), marquant les cellules épithéliales de 

l’anse de Henle, était elle aussi positive sur les tubules affectés (Figure 49C). 

 

 

A : IHC Tamm-Horsfall Protein (THP) d’un rein d’une souris Vasn KO à J21 ; B : IHC Aquaporine 

(AQP2) d’un rein d’une souris Vasn KO à J21 ; C : IHC sodium chloride cotransporter (NCC) d’un 

rein d’une souris Vasn KO à J21 ; D : IHC sodium chloride cotransporter (NCC) d’un rein d’une 

souris Vasn KO à J21 (X60) 
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Figure 49 Caractérisation des tubules affectés  

Collaboration Dr L. Figueres, UMR_S1138 
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Morphologie glomérulaire 

Les analyses urinaires nous indiquant une anomalie glomérulaire, les coupes histologiques rénales des 

souris Vasn KO à J21 ont été lues à fort grossissement sur les glomérules (X63). Ils étaient désorganisés, 

avec une perte de l’aspect « pelote vascularisée » et présentaient des vacuoles et des pincements 

(Figure 50 et Figure 51). Il y avait une variabilité importante inter animaux Vasn KO avec 30 à 100% des 

glomérules atteints avec des morphologies différentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 50 Anomalies de structure glomérulaire des souris Vasn KO à J21 

Coupes histologiques du cortex rénal de souris Vasn KO et WT à J21, colorées au trichrome de 

Masson. Etoile : tubule dilaté ; triangle : vacuole, flèche : pincement au sein du glomérule 

WT 
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Figure 51 MET d'un glomérule d'une souris Vasn KO à J21 

Etoile : dilatation au sein du glomérule  

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 
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3.1.3.2  Insuffisance rénale chronique  

L’analyse du sérum des souris Vasn KO a permis de poser le diagnostic d’une insuffisance rénale à J21 

caractérisée par une augmentation majeure de la créatininémie et de l’urée sanguine. Les souris Vasn 

KO présentaient une créatininémie moyenne à 29,81 μM vs une créatininémie moyenne dans le 

groupe des souris WT à 15,68 μM (p <0,005).. L’urémie était encore plus fortement modifiée, les souris 

Vasn KO présentaient une urémie moyenne à 23,93 mM vs 7,06 mM chez les souris WT (p <0,0001). 

De plus nous avons pu observer une diminution de la protidémie : 28,61 g/L pour les souris Vasn KO vs 

41,26 g/L pour les souris WT, en moyenne (p <0,0001). (Figure 52). 

 

  
 

Figure 52 Bilan sanguin des souris Vasn KO 

Moyenne des dosages de la créatinine, de l’urée et des protéines plasmatiques issus des souris 

WT comparées aux souris Vasn KO à J21. (n=6). ** p<0,005 
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3.1.3.3 Syndrome néphrotique / Atteinte glomérulaire 

Une électrophorèse des urines de souris Vasn KO et WT à J7 et J21 a ensuite été réalisée. Celle ci a mis 

en évidence une protéinurie de haut poids moléculaire (définie par un poids moléculaire supérieur à 

celui de l’albumine), d’origine glomérulaire, dans les urines des souris Vasn KO à J21 (Figure 53 et 

Figure 54). 

 

 
 

Figure 53 Électrophorèse des urines de souris Vasn KO et WT à J7 et J21 

 
  

KO KO WT WT BSA 

60 KdA 

J7 J21 
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Les urines des souris Vasn KO et WT ont ensuite été analysées (automate Konelab 20i Analyzer, 

ThermoFischer) et la protéinurie normalisée sur la créatininurie a été quantifiée. Les souris Vasn KO 

avaient une protéinurie dès J14 : 7,2 g/mmol à J14 et 18 g/mmol à J21. Il n’y avait pas de protéinurie à 

J7 (Figure 54).  

 

 
 

Figure 54 Protéinurie chez les souris Vasn KO à J21 

Moyenne de la quantité de protéines retrouvées dans les urines des souris WT comparées aux 

souris Vasn KO à J7, J14, J21. ** p<0,005 
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Les images échographiques abdominales ont également mis en évidence de l’ascite dans le 

compartiment intra péritonéal chez les souris Vasn KO à J21. Les souris WT ne présentaient pas d’ascite 

(Figure 55) 

 
 

Figure 55 Ascite intrapéritonéale chez les souris Vasn KO à 21 jours 

Flèche : présence d’une zone hypo échogène témoignant la présence d’ascite.  Plateforme 

imagerie du petit animal Institut Cochin 

 
3.1.3.4 Atteinte morphologique des podocytes 

L’étude par microscopie électronique à transmission a permis d’analyser plus précisément les 

anomalies glomérulaires et vérifier l’intégrité des structures composant le glomérule : les podocytes, 

les cellules endothéliales des capillaires glomérulaires, les cellules mésangiales, les cellules pariétales 

de la capsule de Bowman et la membrane basale glomérulaire. 

Les glomérules des souris Vasn KO à J21 apparaissaient totalement désorganisés. Les « dentelles » 

formées par les pédicelles n’étaient quasiment plus visibles. Certains podocytes étaient en apoptose 

et pouvaient être remplis de vacuoles de différentes densités. L’absence de pédicelles provoquait ainsi 

une disparition du diaphragme de fente (Figure 56 et Figure 57).  

KO KO 

WT 
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Figure 56 MET des glomérules des souris WT et Vasn KO à J21 

Etoile : podocyte, flèche: pédicelle, losange: cellule endothéliale  

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

 
 

Etoile : vacuole intra podocytaire, l igne : absence de pieds podocytaires  
 Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

  

Figure 57 Podocyte d’une souris Vasn KO à J21  

X 5 
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La 3e barrière de filtration n’existant plus. La majorité des protéines pourrait alors traverser cette 

barrière et venir s’agglomérer dans les tubules (Figure 58). La membrane basale semblait intacte ainsi 

que les cellules endothéliales et mésangiales (Figure 59). 

 

 
 

Figure 58 Tube contourné proximal d’une souris Vasn KO à J21, rempli de protéines 

Flèche : espace urinaire de tube contenant un amas protéique ; encadré : bordure en brosse 

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 

 

 

 
Figure 59 Continuité de la MBG d’une souris Vasn KO à J21 

MET d’un glomérule d’une souris Vasn KO âgée de 21 jours ; pointillée : MBG  

Plateforme microscope électronique Institut Cochin 
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3.1.4 Phénotype	cardiaque	et	vasculaire	

Un dialogue entre l'homéostasie osseuse et le rein a été révélé par l'association de maladies rénales 

chroniques (MRC) et de troubles du métabolisme minéral osseux (TMO). Les anomalies observées dans 

cet ensemble MRC-TMO engendrent des calcifications vasculaires, une cause majeure de mortalité 

(48) 

Il a été montré précédemment que les souris Vasn KO décédaient précocement, développaient un 

syndrome néphrotique se compliquant d’une insuffisance rénale, et présentaient un retard de 

croissance avec une ostéopénie fémorale. La recherche d’éventuelles calcifications, notamment 

aortiques, était indispensable ainsi qu’une analyse de la structure des gros vaisseaux (Vasn étant décrit 

pour la première fois dans la littérature comme ayant une action vasculaire (57)) 

 

3.1.4.1 Les valves aortiques 

Les analyses histologiques des valves aortiques de 6 souris Vasn KO et 6 souris WT n’ont pas mis en 

évidence d’anomalie de structure, ni de calcification. Les trois valves étaient bien visibles et aucune 

calcification n’a été observée (Figure 60).  

  

Coloration Hemalun-Eosine de la valve aortique de souris WT et Vasn KO à J21. Collaboration 

U1088 

  

WT KO 

Figure 60 Valve aortique d’une souris WT et Vasn KO à J21 
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3.1.4.2 La structure vasculaire 

Une souris Vasn KO et une souris WT ont été sacrifiées à J21 afin de visualiser l’arborescence vasculaire 

et de vérifier la perfusion des tissus. 

Les images obtenues après injection d’un produit de contraste n’ont pas permis de visualiser une 

hypoperfusion globale ni de vasoconstriction artérielle (Figure 61).  

L’artère fémorale nourricière de la souris Vasn KO n’a pu être identifiée au niveau des fémurs. Les reins 

semblaient également moins bien perfusés chez la souris Vasn KO (Figure 61). Cependant, ces résultats 

sont à confirmer sur un nombre plus important d’animaux.  

 
 

Figure 61 Micro CT à rayon X injectée d'une souris Vasn KO et d’une souris WT 

Reconstitution 2D et 3D de l’arborescence vasculaire et du fémur d’une souris Vasn KO et 

d’une souris WT ; Flèche : artère fémorale 

  

KOWT
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Les analyses des images cérébrales de la souris Vasn KO à J21 ont permis de visualiser des anomalies 

vasculaires qui ont été par la suite confirmées sur les coupes histologiques (Figure 62,Figure 63). Un 

accident vasculaire cérébral hémorragique a été détecté sur les images micro CT au niveau du lobe 

pariétal. Les coupes histologiques des cerveaux à J21, sur un plus grand nombre d’animaux, ont permis 

de compléter ces observations. Les AVC étaient nombreux et de taille moyenne. Ils étaient présents 

dès J14. A J21, leur taille et le nombre n’avaient pas évolué (Figure 63). 

 
 

Figure 62 Micro CT à rayon X injectée d’un cerveau d’une souris Vasn KO et d’une souris WT à J21 

Flèche rouge : AVC hémorragique localisé dans le lobe pariétal gauche ; flèche bleue : artère 

nourricière mandibulaire 
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Figure 63 Accidents Vasculaires Hémorragiques chez les souris Vasn KO 

Coupes histologiques des cerveaux des souris Vasn KO et WT âgées de 14 et 21 jours colorés en 

Crésyl violet. Collaboration Isabelle Six, U1088 

La média des gros vaisseaux était fortement altérée. Les coupes histologiques ont montré une 

désorganisation des fibres élastiques qui étaient discontinues (Figure 64). Les cellules musculaires 

lisses (CMLs) étaient hypertrophiques ou totalement absentes dans certaines zones. 

 

 

 

Coupe histologique d’une aorte d’une souris Vasn KO à 14J colorée en Hemalun (image Isabelle 

Six, U1088) 

J14 J21

WT WT

KOKO

Figure 64 Structure de l'aorte d’une souris Vasn KO à J14 
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3.1.4.3 Fonction cardiaque 

Les souris Vasn KO étant en insuffisance rénale dès J21, une hypertension artérielle a été recherchée 

afin d’écarter une néphroangiosclérose. La fonction cardiaque a été partiellement évaluée par une 

analyse morphologique échographique sur le cœur gauche de 3 animaux WT et 3 animaux KO de 21 

jours à l’état vigil. Cette méthode relativement simple, rapide et non invasive nous a permis de 

rechercher des signes fonctionnels d’HTA tels qu’une valvulopathie gauche, des troubles de la 

cinétique ou une hypertrophie ventriculaire gauche.  

L’ensemble des paramètres étudiés n’a pas mis en évidence d’anomalie fonctionnelle.  

 

3.2 Localisation de l’expression de Vasorine 

 
3.2.1 Comment	détecter	Vasorine	?	

3.2.1.1 Détection par anticorps 

La mise en évidence de Vasn a débuté par les techniques immunologiques. Cependant, aucun anticorps 

n’était spécifique chez la souris, que ce soient les anticorps du commerce (Santa Cruz, Atlas), ou ceux 

fournis par l’équipe du Pr Heiner Schrewe. Plusieurs conditions et plusieurs techniques ont été testées 

(IF, IHC).  

Les IHC sur des coupes de rein humain n’ont également pas permis de localiser l’expression de Vasn. 

3.2.1.2 Utilisation du modèle lacZ 

Afin de localiser l’expression de Vasn au sein des tissus murins, un modèle de souris Vasn LacZ fourni 

par l’équipe du Max Plank institut a été utilisé.  
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3.2.2 Forte	expression	de	Vasorine	dans	les	reins	et	l’aorte	

Les IHC ßgal et la réaction enzymatique Xgal ont été réalisées dans un premier temps sur deux tissus 

exprimant fortement Vasn : les reins et l’aorte. Sur les prélèvements aortiques, les deux techniques 

ont permis de localiser une expression de Vasn au sein de la media aortique. Les colorations 

enzymatiques Xgal ont mis en évidence une modification de l’expression de Vasn en fonction de la 

localisation du segment aortique prélevé. Plus le prélèvement était rapproché de la crosse aortique 

plus l’expression de Vasn était importante (Figure 65). 

 

 
 

Figure 65 Expression de Vasn dans l'aorte 

A : IHC ßgal au niveau de l’aorte thoracique ; B : Coloration enzymatique Xgal de l’aorte 

thoracique proche de la crosse aortique ; C : Coloration enzymatique Xgal de l’aorte 

thoracique aortique ; B et C : contre coloration éosine ; flèche : localisation de l’expression de 

Vasn  

  

B C 

A 
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Les IHC sur le tissu rénal n’ont pas permis de localiser une expression de Vasn. Le bruit de fond sur les 

coupes était trop présent (Figure 66A). Les colorations enzymatiques Xgal ont mis en évidence une 

expression de Vasn au sein des glomérules, des tubules et des artérioles rénales (Figure 66B). 

 

 

 
Figure 66 Expression Rénale de Vasn 

A : IHC ßgal rénale avec le contrôle négatif à gauche; B : Coloration enzymatique Xgal  

  

B 

A 
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3.2.3 Expression	de	Vasorine	dans	le	tissu	osseux	

Sur le tissu osseux, la coloration enzymatique Xgal était plus spécifique que les IHC βgal. Afin de 

préciser la localisation de l’expression de Vasn, deux co-marquages ont été effectués. 

3.2.3.1 Co marquage ALP/ βgal 

La zone d’os trabéculaire située sous la plaque de croissance a été analysée à l’aide des colorations 

Xgal et ALP. Ce co-marquage permet de visualiser la localisation de l’expression de Vasn et son rapport 

avec les ostéoblastes (Figure 67). 

 

 
 

Figure 67 Os trabéculaire du fémur, zone d’intérêt 

Réaction enzymatique Xgal sur une coupe de fémur d’une souris Vasn LacZ de 21 jours, contre 

colorée à l’éosine ; marquage bleu Xgal ; gp : plaque de croissance, b : zone trabéculaire, c : 

cortical; encadré : zone d’intérêt 
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La coloration violette, qui reflète l’activité ostéoblastique, était localisée le long des travées osseuses 

et au niveau de la face interne de la corticale. La coloration bleue caractérisant la βgal était plus éparse 

mais dense sur des petites zones localisées au niveau des travées. Elle ne se superposait pas à la 

coloration violette de l’ALP (Figure 68). Les ostéoblastes n’exprimaient donc pas Vasn au niveau de l’os 

fémoral. 

 

 
 

Figure 68 Ostéoblastes et Vasn au sein de l'os trabéculaire fémoral 

Réaction enzymatique Xgal et ALP sur une coupe de fémur d’une souris LacZ Vasn de 21 jours 

contre colorée à l’éosine ; marquage bleu Xgal ; marquage violet ALP; ALP : phosphatase 

alcaline; gp : plaque de croissance 
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Selon le même procédé, les zones d’intérêt de l’os alvéolaire, situées sous la première molaire 

mandibulaire et entre la première et deuxième molaire, ont été analysées (Figure 69).     

Figure 69 Zone d'intérêt au sein de l'os alvéolaire 

Réaction enzymatique Xgal, TRAP et ALP au niveau de l’os alvéolaire d’une souris LacZ Vasn de 

21 jours contre coloré à l’éosine ; marquage bleu Xgal; marquage rouge TRAP ; marquage 

violet ALP ; ALP : phosphatase alcaline; TRAP: phosphatase acide tartrate-résistant ; M1: 1
e
 

molaire ; M2 : 2
e
 molaire ; encadrés: zones d’intérêt 

M2 
M1 

βGAL ALP 
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La coloration violette (activité ostéoblastique) était également localisée le long des travées osseuses 

et au sein de la pulpe. La coloration bleue caractérisant la ßgal était dense sur des petites zones 

localisées au niveau des travées et un marquage très faible était présent dans la pulpe. Elle ne se 

superposait pas à la coloration violette de l’ALP (Figure 70). Les ostéoblastes n’exprimaient donc pas 

Vasn au niveau de l’os alvéolaire. 

 

 
 

Figure 70 Ostéoblastes et Vasn au sein de l'os alvéolaire 

Réaction enzymatique Xgal et ALP au niveau des zones d’intérêt de l’os alvéolaire d’une souris 

LacZ Vasn de 21 jours contre coloré à l’éosine ; marquage bleu Xgal ; marquage violet ALP ; 

ALP : phosphatase alcaline ; M1 :1
e
 molaire  
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3.2.3.2 Co marquage TRAP/ βgal 

La zone d’os trabéculaire située sous la plaque de croissance a été également analysée à l’aide des 

colorations Xgal et TRAP. Ce co-marquage a permis de visualiser la localisation de l’expression de Vasn 

et son rapport avec les ostéoclastes actifs. 

La coloration TRAP, qui reflète l’activité ostéoclastique, était localisée à l’extrémité des travées 

osseuses, sous forme d’amas denses. La coloration bleue caractérisant la βgal était similaire à celle 

déjà observée (Figure 68), éparse mais dense sur des petites zones localisées au niveau de l’extrémité 

des travées. Les deux colorations se superposaient (Figure 71). Cette co-localisation a ainsi permis 

d’affirmer que les ostéoclastes exprimaient Vasn au niveau de l’os fémoral. 

 

 
 

Figure 71 Ostéoclastes et Vasn au sein de l'os trabéculaire fémoral 

Réaction enzymatique Xgal et TRAP sur une coupe de fémur d’une souris LacZ Vasn de 21 jours 

contre colorée à l’éosine ; marquage bleu Xgal ; marquage rouge TRAP; TRAP: phosphatase 

acide tartrate-résistant ; gp : plaque de croissance 
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Les zones d’intérêt de l’os alvéolaire (Figure 69) ont ensuite été analysées. La coloration rouge (activité 

ostéoclastique) était toujours localisée à l’extrémité des travées osseuses. La coloration bleue 

caractérisant la ßgal était faible, localisée sur des petites zones situées à la surface des travées et un 

marquage très faible était encore présent dans la pulpe (Figure 72). Les deux colorations se 

superposaient comme retrouvé dans l’os fémoral (Figure 71). Cette co-localisation confirme les 

résultats obtenus précédemment : les ostéoclastes exprimaient Vasn au niveau de l’os alvéolaire. 

 
 

Figure 72 Ostéoclastes et Vasn au sein de l'os alvéolaire 

Réaction enzymatique Xgal et TRAP au niveau des zones d’intérêt de l’os alvéolaire d’une 

souris LacZ Vasn âgée de 21 jours ; marquage bleu Xgal ; marquage rouge TRAP ; TRAP : 

phosphatase acide tartrate-résistant ; M1: 1
è r e

 molaire  
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3.3 Comparaison aux souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM induites à l’âge adulte 

3.3.1 Phénotype	osseux	similaire	aux	souriceaux	Vasorine	-/-	

Les résultats obtenus sur la lignée de souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM sont comparables à ceux 

obtenus sur la lignée de souris Vasn KO. L’induction de la Cre a été effectuée par injection de 

tamoxifène pendant 5 jours sur les souris à l’âge adulte (8 semaines) afin de s’affranchir des 

répercussions de la délétion de Vasn dans le développement.  

3.3.1.1 Ostéopénie 22 jours après l’induction 

La structure de l’os trabéculaire sous la plaque de croissance était déjà modifiée 22 jours post injection 

de Tamoxifène (J22 PI). Nous avons évalué la microarchitecture de la métaphyse distale du fémur à 

l’aide des acquisitions microCT selon le procédé décrit précédemment (cf 3.1.2.2). 

Les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM injectées (CRE+) ont été comparées au groupe témoin des 

souris Vasn Flox +/+ Cre- injectées (CRE-). Deux autres groupes contrôles ont été analysés : les souris 

Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM non injectées (CRE+ non inj) pour valider la construction du modèle et 

les souris WT injectées pour vérifier l’absence d’un effet direct du tamoxifène dans nos analyses.  

Les critères sélectionnés sont identiques à ceux de l’analyse des souris Vasn KO : le volume total des 

travées osseuses au sein de la zone (BV/TV), le nombre de travées osseuses (Tb.N), leur épaisseur 

(Tb.Th) et l’espacement entre plusieurs travées (TP.Sp). 
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Le groupe des souris CRE+ présentait une microarchitecture très perturbée dès J22 PI. Le volume total 

des travées osseuses (BV/TV) représentait 7.08 % dans le groupe des souris CRE+ vs 13.59 % dans le 

groupe des souris CRE- (p=0,01) (Figure 73). Les travées étaient moins nombreuses et moins épaisses 

chez les souris CRE+ avec un Tb.N CRE+ à 1.018 vs Tb.N CRE- à 1.562 (p=0,024) et un Tb.Th CRE+ à 0.069 

vs Tb.Th CRE- à 0.0844 (p=0,034). 

Les groupes de souris Cre+ non inj et CRE- présentaient des BV/TV similaires. Le groupe des souris WT 

inj avait une augmentation significative du BV/TV rapporté aux 3 autres groupes (Figure 73). 

 
 

Figure 73 Ostéopénie fémorale des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
TM 

Volume total des travées osseuses (BV/TV) 22 jours post injection de tamoxiféne chez les 

souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

(CRE+) injectées, Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

(CRE+)  

non injectées; Vasn Flox +/+ Cre- (CRE-) injectées et les souris WT injectées. * p<0,05 (n=7) 
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3.3.1.2 Augmentation de l’activité ostéoclastique 

La surface en résorption de la zone trabéculaire fémorale des souris CRE+ était de 32% alors qu’elle 

n’était que de 23% chez les souris CRE- (p= 0,009). Cette augmentation d’activité résorptive pourrait, 

comme chez les souris Vasn KO, être due à une augmentation du nombre d’ostéoclastes ou de leur 

activité. La rapidité de la mise en place de l’ostéopénie (sur une période de 22 jours) (Figure 73) et 

cette augmentation d’activité de résorption (Figure 74) ont été des éléments notables.  

 

 
 

Figure 74 Une résorption augmentée chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
TM 

A Coupes histologiques d’un fémur d’une souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM injectée (CRE+) 

et d’une souris Vasn Flox +/+ Cre- injectée (CRE-) 22J post injection de tamoxifène avec la 

coloration TRAP ; B Pourcentage d’os en résorption dans le groupe des souris CRE+ comparées 

aux souris CRE- 22j post injection (n=4) ; * p<0,05 

 
3.3.1.3 Marqueurs sériques et urinaires du remodelage  

Un dosage des marqueurs sériques du remodelage osseux a été réalisé. Le dosage des peptides C-

terminaux du collagène de type I (CTx) libérés lors de la dégradation du collagène mature et le dosage 

de la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) reflètent l’activité ostéoclastique (résorption). 

Au sein de chaque groupe, les dosages du CTx urinaires ont été comparés entre J0 (prélèvement réalisé 

avant l’induction du phénotype) et 22 jours post injection (J22). Aucune différence significative n’a été 

mise en évidence dans chacun des groupes. Une variabilité inter groupe existait cependant (Figure 75).  

Le dosage de la TRAP sérique a été réalisé mais les résultats obtenus étaient hors gamme. Aucune 

interprétation n’a pu être faite. 

CRE- 

CRE+
0

10

20

30

40

R
es

or
pt

io
n 

%



117 
 

 
 

Figure 75 Concentration urinaire de Ctx 

Concentration urinaire de Ctx à J0 et J22 post injection de tamoxiféne chez les souris Vasn Flox 

+/+ CAGGS-Cre-ERTM injectées (CRE+), Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

 non injectées (CRE+ non 

inj) ; Vasn Flox +/+ Cre- injectées (CRE-) et les souris WT injectées (WT inj) (n=7) 

 
Afin appréhender l’activité ostéoblastique (apposition), la phosphatase alcaline osseuse (PAL) sérique 

a été mesurée. Au sein de chaque groupe, les dosages de l’ALP ont été comparés entre J0 et J22. 

Aucune différence significative n’a été mise en évidence dans chacun des groupes. Les différents 

groupes avaient des taux comparables (Figure 76). 

 

 
 

Figure 76 Concentration plasmatique de l'ALP 

Concentration de l’ALP à J0 et J22 post injection de tamoxiféne chez les souris Vasn Flox +/+ 

CAGGS-Cre-ERTM injectées (CRE+), Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

 non injectées (CRE+ non inj) 

; Vasn Flox +/+ Cre- injectées (CRE-) et les souris WT injectées (WT inj) (n=7) 
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3.3.2 Atteinte	rénale	sévère	

3.3.2.1 Atteinte histologique glomérulaire et podocytaire 

Les coupes histologiques colorées en trichrome de Masson des reins des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-

Cre-ERTM injectées au tamoxifene et sacrifiées 22 jours PI ont révélé la présence d’anomalies de 

structure glomérulaire et tubulaire.  

Les tubules étaient, comme sur les coupes histologiques des souris Vasn KO, dilatés, remplis de 

cylindres non minéraux (Figure 77A). Les glomérules ne présentaient pas une structure fonctionnelle : 

ils étaient désorganisés, vacuolaires et parfois fibrotiques (Figure 77B). 
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Figure 77 Une atteinte tubulaire et glomérulaire chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
TM

 
Coupes histologiques du cortex rénal de : A une souris Vasn Flox +/+ Cre- (CRE-) et B une 

souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM (CRE+) 22j post injection, colorées au trichrome de 

Masson. Flèche : tubules dilatés ; Etoile : fibrose ; triangle : vacuole. Collaboration François 

Gaillard, Inserm U970. 
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3.3.2.2 Syndrome néphrotique 

L’apparition du syndrome néphrotique a été révélée par plusieurs critères, le premier étant la 

surveillance de la prise de poids des souris CRE+.  

Une prise de poids attribuée à une rétention hydrosodée a pu être observée dans le groupe des souris 

CRE+ entre J19 et J21 PI par rapport aux souris CRE-. Les souris WT ont eu une prise de poids régulière, 

importante, tout au long de l’expérimentation (Figure 78). 

 

 
Figure 78 Courbes de poids des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER

TM
 

Moyenne par groupe du poids des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM injectées (CRE+), Vasn 

Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

 non injectées (CRE+ non inj) ; Vasn Flox +/+ Cre- injectées (CRE-) et 

des souris WT injectées (WT inj) (n=7). 

Lors du sacrifice des souris 22 jours après l’injection, une mesure de la quantité d’ascite présente dans 

le compartiment intra péritonéal a été réalisée. Cette mesure a été effectuée en pesant une compresse 

insérée dans le compartiment juste après l’incision abdominale. 

Une grande quantité de fluide, pesant de 1.15 à 3.6 g, était présente dans la cavité intra péritonéale 

des souris CRE+ comparées aux souris CRE- (p<0.005) (Figure 79). L’ensemble des souris témoins ne 

présentaient pas d’ascite intra péritonéale.  
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Figure 79 Quantité d'ascite intra péritonéale 

Poids représentant l’ascite présente dans la cavité intra péritonéale lors du sacrifice des souris 

Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM injectées (CRE+), Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

 non injectées 

(CRE+ non inj) ; Vasn Flox +/+ Cre- injectées (CRE-) et des souris WT injectées (WT inj) à J22 PI 

(n=7). **p<0.005.  

 

Les souris CRE+ présentaient une protéinurie dès J17 PI. Cette protéinurie augmentait jusqu’au jour du 
sacrifice (Figure 80). 
 

 
 

Figure 80 Protéinurie chez les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM 

Quantité de protéines détectées dans les urines des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ER
T M

 

(CRE+) comparées aux souris Vasn Flox +/+ Cre- (CRE-) au cours de l’expérimentation. (n= 3)  
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3.4 Études in vitro en cours 

Nous sommes actuellement en cours de « phase test » des anticorps anti Vasn sur des cultures 

d’ostéoclastes humains différenciés à partir de prélèvements sanguins (Collaboration EA4691, Reims). 

Un marquage membranaire situé au niveau des zones de contact cellule/cellule a été retrouvé dans 

les ostéoclastes humains ( Figure 81). 

 

 Figure 81 Expression membranaire de Vasn par les précurseurs ostéoclastiques humains 

IF Vasn avec un anticorps dirigé contre la partie Cter de Vasn (Ac n°4). Trois cellules se 

superposent. Image confocale ; Vasn en rouge ; phalloidine en vert et les noyaux en bleu.  
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4 Discussion	
Devant la complexité du phénotype des souris Vasn KO, les limites du domaine d’expertise du 

laboratoire ont dû s’étendre. De nombreuses collaborations, notamment pour l’étude du rôle de Vasn 

dans les glomérules et les vaisseaux, ont été et sont nécessaires afin d’acquérir les données suffisantes 

pour mettre en place et poursuivre ce projet dans le cadre d’un consortium financé par l’ANR. La 

position centrale du laboratoire EA2496, initiateur et porteur du projet, m’a amenée à participer et à 

coordonner la majorité des expérimentations des différentes équipes ce qui fut très enrichissant. 

L’expérimentation sur des souris âgées au maximum de 3 semaines fut l’une des principales difficultés 

rencontrées. Leur fragilité durant les premières semaines (nécessité d’une identification précoce en 

vue d’un génotypage), leur tolérance diminuée aux anesthésiques (décès lors des inhalations 

d’isoflurane) ainsi que l’impossibilité de les sevrer (cages à métabolisme non exploitables avant 

sevrage) ont compliqué l’ensemble de notre travail. De plus, la génération de souris Vasn KO 

uniquement à partir de parents hétérozygotes a été longue à mettre en place (loi de Mendel peu 

représentative : une portée contenait fréquemment une ou deux souris Vasn KO uniquement). La 

lignée Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM nous a permis de lever la majorité de ces problèmes en travaillant 

sur des animaux adultes inductibles. 

Un second obstacle rencontré lors de ce travail a été l’impossibilité d’utiliser les techniques standard 

d’IHC et d’IF utilisant un anticorps anti-Vasn. Développés sur l’humain, les anticorps du commerce 

n’étaient pas spécifiques ni en culture cellulaire, ni sur tissus murins. Les ostéoblastes et ostéoclastes 

issus des souris Vasn KO, par exemple, présentaient un même marquage de Vasn péri-nucléaire. Un 

seul anticorps (Pr Schrewe n°4) a permis de mettre en évidence une expression membranaire de Vasn 

par les ostéoclastes humains. L’utilisation d’une lignée spécifique, la souris LacZ Vasn, a ainsi été 

nécessaire afin de localiser l’expression de Vasn.  

L’étude du rôle de Vasn in vivo sur les souris Vasn KO puis sur les souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM 

a été réalisée en plusieurs étapes. Une description des atteintes organe par organe nous a permis de 

proposer des diagnostics se rapprochant le plus possible de pathologies humaines. Les relations entre 

les différents éléments recueillis ont ensuite été recherchées. 

Dans une première partie, l’étude du modèle de souris Vasn KO a permis de décrire l’histoire naturelle 

de la maladie liée à la délétion totale du gène Vasorine. Les animaux développent rapidement, dès J14, 

un syndrome néphrotique (SN) se compliquant d’une insuffisance rénale à partir de J21. Une atteinte 

de la structure glomérulaire, et plus spécifiquement des podocytes, est responsable de ce SN. Les 

podocytes des souris Vasn KO ne possèdent plus de pédicelles sur les vues en microscopie 

électronique. Ils ont donc a priori perdu leur capacité de filtration. Un des mécanismes possibles serait 

une perte d’adhésion du podocyte à sa matrice (58) (59). Une protéinurie massive est retrouvée chez 
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les souris Vasn KO à J21 et la présence d’ascite intra péritonéale témoigne de l’importance de la fuite 

protéique. L’apparition rapide de ce syndrome associée à une altération structurale du podocyte nous 

oriente vers les formes de SN idiopathiques (SNI) génétiques diagnostiquées chez l’homme. Elles 

correspondent à des mutations de gènes codant pour des protéines constitutives de la barrière de 

filtration glomérulaire. A ce jour, seuls quelques gènes ont été identifiés comme responsables de ces 

pathologies mais une partie des SNI reste encore inexpliquée (60)(47). Vasn pourrait être alors une 

nouvelle molécule impliquée directement ou indirectement dans l’organisation fonctionnelle du 

podocyte, et ainsi dans la barrière de filtration glomérulaire. 

L’identification de multiples AVC temporaux à J21 a été une avancée importante dans la recherche de 

l’origine du décès précoce des souris Vasn KO. Cependant, étant observés dès J14, ces AVC ne sont 

probablement pas la cause de la mort. Une fragilité de la structure vasculaire a été associée à ces AVC. 

Une absence d’adhésion entre les différentes couches concentriques après l’individualisation de 

l’adventice a été retrouvée au niveau de la media et de l’intima des gros vaisseaux. Il est désormais 

clair que les souris présentent une fragilité vasculaire globale les rendant plus susceptibles à une 

rupture vasculaire au niveau des gros vaisseaux (dissection aortique, hémorragie cérébrale). La 

cohésion cellules/matrice est assurée par des glycoprotéines fibrillaires adhésives (61). Elles sont 

hétérogènes par leurs tailles et leurs structures, mais elles possèdent des caractéristiques communes 

telles que des sites de fixation aux cellules via leurs séquences RGD (Arg-Gly-Asp) qui se lient aux 

intégrines ancrées dans la membrane (62)(63). Vasn pourrait ainsi avoir, là encore, un rôle important 

dans ces mécanismes de cohésion cellulaire (adhésion cellule-cellule et/ou adhésion cellule-matrice). 

La croissance des souris Vasn KO, analysée en histologie sur les plaques de croissance fémorale, est 

ralentie à J21. La mesure en microCT de la taille du squelette a confirmé ces données. De plus, chez les 

souris Vasn KO, l’os trabéculaire situé sous les plaques de croissance est ostéopénique. A travers le 

modèle Vasn LacZ, une expression de Vasn par les ostéoclastes a été identifiée. De plus, les 

ostéoblastes ne semblent pas exprimer Vasn. Un marquage TRAP de l’os fémoral des souris Vasn KO a 

ensuite permis de nous mettre sur la voie d’une hyperclastogenèse. Un excès de résorption osseuse 

sans défaut de sécrétion est alors l’hypothèse la plus probable pour expliquer cette ostéopénie rapide. 

Il existe cependant un lien étroit de communication cellulaire entre les ostéoblastes et les 

ostéoclastes : lors du remodelage via le système RANKL/RANK/OPG, à travers la sécrétion de nombreux 

autres facteurs tels que le TGFß (64)(65) ou encore par des interactions physiques entre ostéoblastes 

et ostéoclastes au travers de protéines telles que les éphrines. Ces éphrines ont par ailleurs été 

impliquées dans des pertes d’adhésion podocytaire avec des modifications de l’ultrastructure 

glomérulaire (66), et dans des défauts d’angiogenèse (67). Bien qu’exprimée par les ostéoclastes, on 

ne peut donc aujourd’hui pas exclure des effets indirects de Vasn sur les ostéoblastes. 
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Le modèle de souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM a permis de compléter ces affirmations. A l’âge 

adulte (8-10 semaines), la délétion de Vasorine est encore létale, 24 à 30 jours après l’induction. Les 

souris présentent un phénotype similaire à celui des souris Vasn KO. Le SN s’installe dès J17 post 

induction, et est également lié à une une atteinte glomérulaire et podocytaire. Les souris présentent 

une ostéopénie d’installation rapide, dès 22 jours après l’induction du phénotype. Néanmoins, les 

effets liés à l’injection de tamoxifène doivent également être pris en compte. Le tamoxifène injecté en 

intra péritonéal, à une concentration de 100 mg/kg sur 4 jours, augmente significativement le volume 

des travées osseuses (BV/TV) du fémur distal et sa longueur. En revanche, les doses de tamoxifène 

inférieures ou égales à 10 mg/kg ne modifient aucun des paramètres classiques analysés au microCT 

(BV/TV) (68)(69). Dans notre étude, nous avons injecté 80 mg/Kg de tamoxifène sur 5 jours sur des 

groupes de souris mâles/femelles en parité. Afin de différencier l’effet direct du tamoxifène sur le 

phénotype osseux de celui lié à la délétion de Vasn, deux groupes contrôle ont été mis en place. Des 

souris WT ont été injectées de tamoxifène ainsi que des souris Flox +/+ CAGGS-Cre-/-. Le profil osseux 

de souris Flox +/+ CAGGS-Cre-/- est comparable à celui des souris Flox +/+ CAGGS-Cre+/- non injectées alors 

que les souris WT présentent un BV/TV significativement supérieur aux autres groupes. Un effet direct 

du tamoxifène sur le volume est donc mis en avant dans le groupe des souris WT. Dans la limite du 

nombre de souris étudiés, un effet lié au sexe semble présent avec des atteintes plus importantes chez 

les femelles que chez les mâles. Cependant, les souris WT injectées ne provenaient pas de la 

reproduction interne de l’animalerie mais du fournisseur JANVIER LABS, ce qui a pu entrainer des 

variations intergroupes plus importantes du fait des différences de fond génétique. 

L’analyse des marqueurs sériques et urinaires du remodelage osseux n’a pas permis de confirmer 

toutes nos hypothèses. Un manque de spécificité de l’activité TRAP plasmatique pour l’ostéoclaste, 

son instabilité dans les échantillons congelés et l’existence d’enzymes inhibitrices dans le sang ont été 

à l’origine de l’échec de cette analyse. Le dosage de l’ALP sérique a permis de montrer une stabilité de 

cette enzyme entre JO et J22 dans chacun des groupes. L’activité ALP des ostéoblastes ne semble donc 

pas atteinte chez les souris Flox +/+ CAGGS-Cre. Ce dernier point conforte l’hypothèse que la délétion 

de Vasn ne perturbe pas la sécrétion ostéoblastique. 

Face aux pathologies rénales et osseuses des souris Vasn KO et Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM et avec 

l’idée d’homologies avec des Troubles du métabolisme Minéral Osseux associés aux Maladies Rénales 

Chroniques (TMO-MRC), nous avons recherché des anomalies biologiques du métabolisme 

phosphocalcique (calcium, phosphore, PTH et vitamine D), des calcifications vasculaires et des 

calcifications des tissus mous généralement associées dans ce cadre. Aucune calcification n’a été mise 

en évidence, ni au niveau des valves aortiques et des gros vaisseaux ni au niveau du rein. Par ailleurs, 

il a été retrouvé une hypercalcémie et une hyperphosphatémie chez les souris Vasn KO à J21. De façon 

concordante, une équipe suédoise, ayant accès à la lignée Vasn KO et travaillant sur les modifications 
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de la régulation phosphocalcique, a montré que les souris Vasn KO avaient une PTH augmentée ainsi 

qu’une vitamine 1.25(OH)D3 fortement diminuée (données non publiées). L‘insuffisance rénale 

provoque une tendance à l’hyperphosphatémie par réduction de l’excrétion du phosphate. Cette 

hyperphosphatémie est alors responsable d’une augmentation de la sécrétion de FGF23 par les 

ostéocytes. Elle a pour effet une diminution de la réabsorption du phosphate dans le tube contourné 

proximal et une diminution de la synthèse rénale de vitamine D active (1.25(OH)D2) par inhibition de 

la 1-alpha-hydroxylase. Elle provoque ainsi une normalisation des concentrations de phosphate mais 

aussi une diminution de l’absorption intestinale de calcium (tendance à l’hypocalcémie). En parallèle, 

l’élévation de la PTH permet une augmentation de la réabsorption tubulaire de calcium, ce qui 

normalise la calcémie et stimule la 1-alpha-hydroxylase. Cependant, plus le stade de l’IRC augmente, 

plus les compensations par ces voies de signalisation sont atténuées et une hypercalcémie persistante 

peut être retrouvée (48). 

 
Figure 82 Métabolisme phosphocalcique et MRC 

D’après Ott et al, (48)  

Sur le modèle de souris Vasn KO, l’atteinte rénale a, de ce fait, un impact sur le phénotype osseux qu’il 

est nécessaire de prendre en compte. Cependant, deux points importants nous ont orientés vers un 

rôle de Vasn directement au sein du tissu osseux. Le premier concerne l’expression de Vasn dans le 

tissu osseux et plus particulièrement par les ostéoclastes. Si le phénotype osseux n’était que le résultat 

de l’ostéodystrophie rénale, il est difficile d’expliquer pourquoi Vasn serait transcrit à ce niveau. Le 

deuxième point concerne les résultats obtenus sur la lignée Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM. La 
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pathologie rénale s’installe à partir de J17 post induction et une ostéopénie est mise en évidence dès 

J22 post induction. Le retentissement de l’insuffisance rénale sur le métabolisme phosphocalcique ne 

peut être aussi rapide. Ces résultats suggèrent donc un effet direct de Vasn au sein du tissu osseux.  

En complément de ces actions locales, Vasn pourrait avoir des effets agoniste/antagoniste dans un 

cadre plus général. 

 

Un lien entre TGFß et Vasn a été décrit en 2004 par l’équipe d’Ikeda et al puis celle de Malapeira et al 

(57)(70). Vasn serait un inhibiteur de la voie de signalisation par compétition sélective. Or TGFß a une 

place importante dans le développement et la différenciation cellulaire. 60% des souris KO pour le 

TGFß1 décèdent in utero et aucune souris ne survit deux semaines après la naissance (71). Au niveau 

osseux, TGFß stimule la prolifération des ostéoblastes et des chondrocytes. Le TGFβ1 est abondant 

dans la matrice osseuse. Libéré et activé lors de la résorption osseuse induite par les ostéoclastes, le 

TGFß induit le recrutement des progéniteurs ostéoblastiques aux sites de résorption osseuse. Il a 

cependant été montré que TGFβ1 seul est insuffisant pour favoriser la différenciation et la 

minéralisation des ostéoblastes. Par conséquent, des signaux supplémentaires doivent être présents 

à proximité de la zone résorbée. Les ostéoclastes expriment Vasn et se trouvent à l’intérieur de cette 

zone. De plus, il a été montré que les réponses des ostéoclastes au TGFβ sont essentielles pour coupler 

la résorption osseuse à la formation osseuse et sa modulation (64). Vasn pourrait être un facteur 

impliqué dans la réponse au TGFβ des ostéoclastes, favorisant ainsi la différenciation des précurseurs 

ostéoblastiques.  

Au niveau du rein, TGFβ est considéré comme un médiateur central dans les pathologies fibrotiques 

(72). In vitro, il induit la sécrétion de protéines par les cellules mésangiales glomérulaires, les 

fibroblastes rénaux et les cellules épithéliales tubulaires(73) (74). Son expression a été confirmée sous 

ses trois principales isoformes : TGFβ1 comme isoforme prédominante, TGFβ2 et TGFβ3 (75). Une 

expression glomérulaire de TGFβ2 et de TGFβ3 est observée, principalement dans les podocytes, alors 

que TGFβ1 est principalement détecté dans les tubules mais pas dans les glomérules. Néanmoins, une 

expression glomérulaire de TGFβ1 a été mise en évidence lors de pathologies rénales telles que la 

glomérulonéphrite proliférative (75). Une expression accrue de TGFβ1 est également associée au 

développement des glomérulonéphrites et gloméruloscléroses graves (33). Récemment, quelques 

études ont suggéré que TGFβ2 pouvait exercer des effets antifibrotiques sur certains types cellulaires 

(76)(73). In vitro, TGFβ2 aurait des effets antifibrotiques sur les podocytes humains qui ne seraient pas 

observés dans d'autres types de cellules rénales (76). Les réponses cellulaires peuvent ainsi différer 

selon les isoformes de TGFβ. Le lien spécifique entre Vasn et les différentes isoformes n’est pas précisé. 

Cependant, Vasn pourrait être impliqué dans ces différentes réponses. Du fait de sa forte expression 

par les podocytes, cellules hautement différenciées du glomérule, et de sa faible expression dans les 
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autres types cellulaires rénaux, Vasn pourrait également participer à l’hétérogénéité des réponses 

selon les types cellulaires.   

La voie Notch a été récemment associée à Vasn dans une étude sur les cellules gliales (77). Cette voie 

est décrite comme un régulateur clé du développement prénatal du squelette et reste très active chez 

l'adulte. Son inhibition favorise la résorption osseuse par deux mécanismes principaux. Premièrement, 

la suppression de Notch1 dans les macrophages de la moelle osseuse favorise directement leur 

engagement vers la différenciation en ostéoclastes. De plus, le déficit en Notch1 induit indirectement 

l'ostéoclastogenèse en renforçant la capacité des cellules de la lignée des ostéoblastes à stimuler 

l'ostéoclastogenèse (via le système RANK/RANKL) (17). En complément, Man et al ont montré que 

Vasn est en compétition avec Numb, un inhibiteur de la voie Notch, et permet la stabilisation de Notch 

à la membrane et ainsi le clivage du fragment intra cellulaire actif NICD1. Ainsi, l’inhibition de Vasn 

favoriserait l’inhibition de la voie Notch (via Numb) et donc l’hyperclastogenèse. 

Il est intéressant de mettre en parallèle l’homologie entre les podocytes et les ostéoclastes. Ces cellules 

sont deux types de cellules polarisées qui possèdent un système d’adhérence similaire : le système 

d’adhérence focal avec ses liaisons intégrines permettant l’ancrage des podocytes sur la MBG d’une 

part, et des ostéoclastes sur le tissu osseux au niveau de la sealing zone d’autre part. Au niveau osseux, 

le collagène de type I, l’ostéopontine et la sialoprotéine possèdent le motif RDG leur donnant la 

capacité à se lier aux intégrines. L’ostéoclaste est capable de secréter l’ostéopontine et la sialoprotéine 

et ainsi autoréguler et favoriser son attache. La vitronectine est une protéine déterminante de 

l’adhérence mais aussi de la motilité et de l’activation de l’ostéoclaste. Au niveau rénal, les podocytes 

possèdent plusieurs systèmes d’attache dont notamment le complexe de filaments d’actine reliés à la 

MBG par l’intermédiaire de l’intégrine α3β1. Le diaphragme de fente est une jonction adhérente 

formée par des homodimères de nephrine sur lesquels s’agencent d’autres molécules telles que FAT, 

neph1, p Cadherine, et densin (47). Au niveau vasculaire, l’adhésion intercellulaire et cellule-matrice 

est essentielle pour maintenir une cohésion des couches musculaires entre elles mais aussi pour 

maintenir la fonction vasomodulatrice et la perméabilité vasculaire  (78). Un rôle stabilisateur de Vasn 

au sein de ces structures pourrait être envisagé.  

Enfin, certaines équipes ont proposé un rôle spécifique de la partie extracellulaire clivée de Vasn. La 

métalloprotéase ADAM17 est responsable du clivage de Vasn et de la libération d’un fragment 

extracellulaire actif nommé sVasn. Ce facteur circulant est alors capable de se lier au TGFß et d’inhiber 

la cascade de phophorylation (57)(70). On ne peut exclure que cette forme soluble de Vasn permette 

une communication inter-organe soit au travers des 2 grandes voies déjà évoquées (TGFß et Notch), 

soit via d’autres acteurs dans un format agoniste/antagoniste ou de co-récepteur. 
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5 Perspectives		
5.1 Etude in vitro des ostéoclastes et ostéoblastes  

Nous avons essayé de contourner certaines limites du modèle animal en utilisant les cultures 

cellulaires, et l’étude in vitro reste encore une des priorités afin de mieux comprendre le rôle de Vasn. 

Le premier objectif est l’identification de l’expression de Vasn par les cellules osseuses (ostéoclastes 

et ostéoblastes), directement à l’aide d’anticorps anti-Vasn et grâce à l’utilisation de cellules issues des 

souris Vasn Lacz. Pour approfondir les voies moléculaires associées à Vasn, la culture primaire des 

ostéoblastes et des ostéoclastes dérivés des calvaria et des os longs de souris KO Vasn et Vasn Flox +/+ 

CAGGS-Cre-ERTM sera mise en place dans des conditions ostéogéniques et ostéoclastiques. Les 

différentes voies de signalisation impliquées dans le processus de minéralisation seront explorées aux 

niveaux génique et protéique. En parallèle et avec le même objectif mais pour s’affranchir des effets 

iatrogènes du tamoxifène, des siRNA Vasn seront générés afin de traiter les lignées cellulaires 

d'ostéoclastes et d'ostéoblastes. 

5.2 Nouveaux modèles animaux inductibles tissus spécifiques 

Nous sommes en train de développer avec notre collaborateur allemand, des modèles de souris Cre-

lox tissus spécifiques. Il a été choisi, dans un premier temps, le promoteur cathepsine K afin de 

supprimer l’expression de Vasn spécifiquement au niveau de l’ostéoclaste actif (79)(80). Un modèle 

visant à supprimer l’expression de Vasn dans les ostéoblastes est à l’étude. Des analyses histologiques 

et moléculaires permettront d’identifier les conséquences de la délétion de Vasn uniquement liées à 

sa perte de fonction dans l‘ostéoclaste et de nous affranchir des pathologies rénale et vasculaire. Des 

tests fonctionnels pourront ensuite être réalisés chez les différentes souris KO conditionnelles 

générées tels que des mesures de vitesse d’apposition ou des modèles de lésions osseuses. 

5.3 Transcriptomes 

Les expériences in vivo et in vitro permettront également l’étude des voies moléculaires associées à 

Vasn dans les tissus minéralisés, au travers de l’analyse des transcriptomes. Pour cela, les analyses 

seront effectuées à la fois sur des prélèvements issus des souris Vasn Flox +/+ CAGGS-Cre-ERTM induites 

mais aussi sur des prélèvements issus des souris Vasn Flox +/+ CAGGS- CtskCre/+. Ainsi, nous 

déterminerons si l'interaction avec la signalisation du TGFß et de Notch est limitée à certains organes 

ou commune, si cette intéraction est uniquement dépendante de l’expression locale de Vasn et enfin 

si elle répond à une éventuelle forme circulante.  
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5.4 Recherche de variants de Vasn dans les génomes de cohortes de patients atteints 
de SN, TMO-MRC 

Au vu des résultats obtenus lors de ce travail, l’intérêt potentiel de Vasn en tant que marqueur 

biologique ou génétique des pathologies osseuses, rénales et vasculaires semble évident. 

L’étude des collections de tissus humains et des bases de données génomiques de patients atteints de 

SN ou de MRC et d’autres atteintes vasculaires et osseuses pourrait permettre de trouver des liens de 

susceptibilité ou d’association avec ces différentes pathologies, ainsi que d’y trouver des potentiels 

variants de Vasn.  

En effet, VASN, qui a été identifié dans l'urine de patients atteints de différents types de 

néphropathies, pourrait être utilisé comme biomarqueur, soit de l’installation ou de la gravité de la 

maladie, soit de son évolution délétère. Ce rôle pourrait être étendu aux pathologies vasculaires. En 

effet, le rôle de VASN dans la structure des gros vaisseaux peut entraîner un processus pathologique 

conduisant à la rupture de la paroi vasculaire et à une augmentation de la mortalité des patients. Enfin, 

un ou plusieurs polymorphismes génétiques de VASN pourraient être associés à la susceptibilité 

individuelle au développement de pathologies telles que le syndrome néphrotique, les maladies 

cardiovasculaires, ou l’ostéopénie. 
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6 Annexes		

 
 

Annexe 1 : Listes de primers utilisés 
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