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Résumé en francais

Expression et fonctions du microARN miR-126-5p danses cellules
endothéliales.

Le gene Egfl7 codant une protéine majoritairement sécrétée par dellules
endothéliales a été découvert au sein du laboeatGe gene a la particularité d’héberger
dans sa séquence intronique deux microARNs compitnes nommeés miR126-3p et miR-
126-5p. Les microARNs sont de petites séquence2@ea 25 nucléotides régulant
I'expression de leurs cibles en se fixant sur IARNmM pour induire leur dégradation ou
linhibition de leur traduction. L'expression entiétiale et les fonctions du microARN
mMiR126-3p (microARN principal du duplex miR126-3p6t5p) ont déja été tres largement
abordées alors que celles de miR126-5p (microARMsrsgaire du duplex) restent inconnues.
Les objectifs de notre étude ont donc été d’étdblpatron d’expression de miR-126-5p lors
du développement vasculaire et de caractérisefosetions dans les cellules endothéliales.
Par hybridationin situ, miR-126-5p a été détecté dans les vaisseaux sengombryonnaires
de souris principalement dans les cellules endaibél Cette spécificité endothéliale a été
retrouvée dans différents organes tels que le etel@s poumons et est mainterineiitro.
L’inhibition et la surexpression de miR-126-5p dafes cellules endothéliales veineuses
(HUVEC) in vitro n’affectent pas les capacités de prolifération, mération ou
d’organisation en pseudocapillaires de ces celli#aesrevanche, l'inhibition de miR-126-5p
dans les HUVECs entraine une répression de I'adhbérédes leucocytes a la surface d'un
tapis de cellules endothéliales ainsi qu’'une augatiem de la transmigration de monocytes a
travers une monocouche endothéliale. A l'inversesgrexpression génére des phénotypes
opposés. Des analysés silico de recherche de cibles pour miR-126-5p en lien dgec
recrutement leucocytaire ont permis d’identifieeysrotéine participant a la transmigration
des leucocytem vitro etin vivo nommée ALCAM. A l'aide de test de transactivatioous
avons pu démontrer que mMIiR-126-5p était capablesaldixer au 3'UTR de 'ARNmM
d’ALCAM afin de réprimer I'expression de la protéinDe plus, 'augmentation de la
transmigration induite par la chute d’expression ©h#R-126-5p dans les cellules
endothéliales est inhibée suite au blocage diredadorotéine ALCAM montrant ainsi que
I'effet répresseur de miR-126-5p sur ce mécanisstec®@bli via ALCAM. Une étude par
microarray, réalisée sur des HUVECs ou miR-126-%péainhibé, a permis d’identifier une

seconde cible pour miR-126-5p nommeée SetD5 powreldmaucune fonction n’est connue a



ce jour. Des tests de transactivation ont permigatdirmer que SetD5 était une cible de
miR-126-5p. De plus, l'effet de miR-126-5p sur Pelence des leucocytes aux cellules
endothéliales est directement lié a la modulatiexatession de ce géne. Enfin, I'analyse de
linhibition de miR-126-5pin vivo a permis de montrer que notre microARN d’intérét
contrble effectivement les expressions d’ALCAM et 8etD5. Cependant, alors que miR-
126-5p régule uniqguement I'expression d’ALCAM ddes poumons, celle de SetD5 est sous
le contréle de miR-126-5p dans la rétine.

Nos travaux ont donc permis de mettre en évidergpression endothéliale de miR-
126-5p et d’identifier deux de ses cibles lui petarg de jouer un réle dans le recrutement

des leucocytes au niveau de I'endothélium.



Résumeé en anglais

Expression and functions of the microRNA miR-126-5pn
endothelial cells.

The Egfl7 gene which was identified within the laboratorgles for a protein mainly
secreted by endothelial cells. This gene harboits iimtronic sequence two complementary
microRNAs named miR-126-3p and miR-126-5p. MicroRNske 20-25 nucleotides-long
non coding RNAs which repress protein expressioouih binding to a complementary
sequence of their target MRNAS, leading to mRNAraedgtion or translation inhibition.
Endothelial expression and functions of miR-126Bjpe main miRNAs of the miR-126-
3p/miR-126-5p duplex) was widely described whiles of miR-126-5p remain unknown.
The goal of our study was to establish the expoessi miR-126-5p during the vascular
development and to characterize its functions ofoémelial cells. Byn situ hybridization,
miR-126-5p was detected in mouse embryonic vessaisly in endothelial cells. This miR-
126-5p endothelial specific expression was alsadan different organs such as in the heart
or lungs and is maintained vitro. Theinhibition and overexpression of miR-126-5p in vein
endothelial cells (HUVECSs) did not affect HUVEC®lifleration, neither their migration nor
their ability to form pseudocapillaries vitro. On the other hand, miR-126-5p inhibition in
HUVEC led to a repression of leukocyte adhesiom @mdothelial cells as well as an
increase of leukocyte transmigration across anthetial cell monolayer. Interestingly,
opposite phenotypes were observed after miR-126vBpexpressionn silico analyses of
miR-126-5p targets led to identify ALCAM as a pdtehmRNA transcript that could be
regulated by miR-126-5p and which was already wealin leukocyte transmigration
vitro andin vivo. By transactivation assays, we showed that miR5®2&as able to bind the
3'UTR of ALCAM mRNA and to repress ALCAM protein pression. Furthermore,
endothelial cell treatment with an ALCAM blockingtdody abolished the effect of miR-
126-5p inhibition on leukocyte transmigration irmtiog that miR-126-5p controls this
process via ALCAM. A microarray analysis performredHUVEC after miR-126-5p
inhibition allowed the identification of anothergat for miR-126-5p named SetD5, a gene
with unknown function. Transactivation assays aoméid that SetD5 is a target for miR126-
5p. Furthermore, we showed that miR-126-5p contealkocyte adhesion onto endothelial
cells by regulating SetD5 expression. Finally,ititebition of miR-126-5pn vivo
demonstrated that miR-126-5p controls ALCAM andXSe¢xpression in mouse. However,



while miR-126-5p exclusively regulates ALCAM expse® in lungs, SetD5 expression is
controlled by miR-126-5p in the retina.

In this study, we demonstrated that miR-126-5pfisnational microRNA expressed in
endothelial cells. We identified two targets foistmicroRNA indicating that miR-126-5p
participates in the control of leukocyte trafficgionto endothelial cells.
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Chapitre I : Généralités sur les microARNs

A. La découverte des microARNs

Avant les années 90, les ARNs étaient majoritairgmensidérés comme un produit
intermédiaire entre 'ADN et la protéine. Cependat 1961, Jacob et Monod ont décrit
'éventuelle participation des ARNs aux différemsecanismes cellulaires en inhibant
I'expression des opérons par hybridation avec $&quence opérateur (Jacob and Monod,
1961). Trente ans plus tard, la découverte totaiempar hasard de 'ARN interférence chez
le pétunia met en évidence I'impact de petites sggess d’ARN non codants dans divers
processus biologiques (Napoli et al., 1990). Paleitient & ces recherches, I'étude du
développement du némato@aenorhabditis elegana permis de mettre en évidence des
petites séquences d’ARN non codants transcritsréir gy génome : les microARNs ou
MIARNSs (Lee et al., 1993).

Le premier microARN décrit chez les animaux, appéié4, a été identifié chez
Caenorhabditis elegansuite & deux études effectuées au cours de la rmémée par les
équipes de Victor Ambros et Gary Ruvkun (Lee et #93; Wightman et al., 1993). Des
études préalables avaient déja permis d’identigerdle de lin-4 dans le contrdle des
différentes étapes larvaires du nématode (Chatifed. £1981). L’équipe de Victor Ambros a
démontré que ce gene ne codait pour aucune prot@éapendant, la transcription de celui-ci
aboutissait a deux petits ARNs non codants de 622atucléotides (Lee et al., 1993). En
parallele, Ruvkun et ses collaborateurs ont moqgtré lin-14, protéine indispensable au
passage du premier au second état larvai@agmorhabditis elegangtait regulé de maniére
post transcriptionnelle. De plus, cette modificatiad’expression était inversement
proportionnelle a I'expression des deux petitesusgdges d’ARN non codant de lin-4
(Wightman et al., 1993). Enfin, 'analyse des sémes a permis I'identification de plusieurs
sites de complémentarité antisense des ARNs dédivec le 3'UTR (ntranslated Region

de lin-14 (Lee et al., 1993). Ces fixations sorifisantes pour induire la régulation de lin-14
par lin-4 au niveau post-transcriptionnel (Wightnearml., 1993).

Suite a cette étude, lin-4 était considéré comneeanomalie par le reste de la communauté
scientifique jusqu’a la découverte quelques anp&estard d’un autre microARN également
chez le nématodeommeé let-7. Let-7 est un gene qui permet le passam état larvaire
tardif a I'état adulte chez le nématode de la mémaaiere que lin-4 assure le passage du
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premier au second état larvaire. Ce gene code yoyetit ARN non codant qui réprime

'expression d’'un grand nombre de protéines de emarpost-transcriptionnelle comme lin-

41, lin-14, lin-28, lin-42 ou encore daf-12 (Reirth&t al., 2000; Slack et al., 2000).

Contrairement a lin-4, des homologues de ce garst gile la présence de I’ARN non codant
ont rapidement été identifiés dans différents géweomme celui de 'homme. Au méme
moment, la structure du précurseur des microARNBBENe de tige boucle est décrite pour
la premiére fois (Pasquinelli et al., 2000) peramgtiainsi d’identifier le précurseur de lin-4

comme étant la séquence d’ARN de 61 nucléotidestdamment décrite (Figure 1 (He and
Hannon, 2004)) (Lee et al., 1993).

G uu U c A GU CUpn
G CCUG CCC GAGA CUCA GUGUGA GUA =

C_GGAC GGG CUCU _GGGU CACACUUCGU_ g
A CAU C C C AG

lin-4 pre-miBNA

lin-4 MiRNA UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA

Figure 1 : Identification du premier microARN chez Caenorhabditis elegans lin-4.
Structure du précurseur (lin-4 pre-miRNA) et du no#RN mature (lin-4 miRNA) de lin-4
(D’aprés He and Hannon, 2004).

Au début des années 2000, plusieurs laboratoirepuiriié des études montrant la
transcription de nombreux petits ARNs non codaris tonserves entre les especes comme
lin-4 et let-7 et qui seront finalement appeléssales microARNs (Lagos-Quintana et al.,
2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). Aicze, nous comptons plus de 1000
microARNSs identifiés dans le génome humain (www.b@Be.org).

B. Biosynthése des microARNSs

1. La voie canonique

Les microARNs sont de petites séquences d’ARN srbph non codant de 20 a 25
nucléotides produits a partir d’'un précurseur deudrins en forme de tige-boucle (Ambros et
al., 2003). Le processus de maturation des micrag\BdNdéroule en plusieurs étapes faisant

intervenir un grand nombre d’acteurs moléculaiFegure 6).
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a. Latranscription : Du géne au Pri-miARN

La transcription est la premiére étape aboutisaalat formation d’'un pri-miARN a
partir d'une séquence d’'un géne. Selon leurs Isatitins dans le génome, les microARNs
sont classés en plusieurs catégories. Il existeniesoARNS introniques et exoniques. De
facon majoritaire, les microARNs sont introniques Mcalisés dans une unité
transcriptionnelle codant pour une protéine. Cepetdls peuvent aussi étre retrouvés dans
des unités non codantes. Dans de rares cas, lesARiINS peuvent étre observés dans les
exons faisant partie intégrante d’'une unité trapgonnelle codant ou non pour une protéine
(Rodriguez et al., 2004) (Figure 2 (Kim et al., 90 Par ailleurs, approximativement la
moitié des microARNSs sont retrouvés a proximitéutfas microARNs. Ces « cluster » sont

transcrits en un seul Pri-miARN polycistronique élet al., 2002).

a. Unité transcriptionnelle non-codante avec un microARN intronique.

—

b. Unité transcriptionnelle non-codante avec un microARN exonique.

— i

c. Unité transcriptionnelle codante avec un microARN intronique.

c. Unité transcriptionnelle codante avec un microARN exonique.

Figure 2 : Localisation des microARNs dans le génome.
1l existe quatre catégories de microARNs classés selon leurs localisations dans le génome.

De maniére générale, les microARNs sont trés sdugetiranscrits avec leur géne héte
(Baskerville and Bartel, 2005; Rodriguez et al.020 Néanmoins, de récentes études de

promoteurs et d’analyse de la structure de la chtio par immunoprécipitation montrent
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gue 30% des microARNs pourraient étre transcridtependamment de leur gene héte
(Monteys et al., 2010; Ozsolak et al., 2008).

L’ARN polymérase Il est le complexe enzymatiquepmssable de la transcription de la
majeure partie des pri-miARNs a partir du génomai (€& al., 2004; Lee et al., 2004a).
Cependant, un petit groupe de microARN associésesélquences Alu répétées peuvent étre
transcrits par 'ARN polymérase Ill (Borchert et,&006). L’étude des microARNs dans
différentes pathologies comme le cancer ont peeismontrer que certains facteurs de
transcription régulant '’ARN polymérase Il modigait le patron d’expression de certains
microARNs (Lee and Dutta, 2009). La régulation deisroARNs dépendante de I'ARN
polymérase met en évidence la possibilité du ctniié leur synthése dans des conditions
spécifiques et dans des types cellulaires partigiliUne fois la transcription achevée, le pri-
MIARN est ensuite pris en charge par un complepelémmicroprocesseur.

b. Maturation du Pri-miARN dans le noyau

Plusieurs protéines sont impliqguées dans la maaraucléaire du pri-miARN en
pre-miARN chez les animaux. Cette seconde étaperetgiuvée pour la plupart des
microARNs du regne animal. Le pri-miARN produit p&RN polymérase Il est clivé a la
base permettant alors de libérer un fragment dfenws0-70 nucléotides appelé pré-miARN
(Lee et al., 2002). Cette étape est initiee suila géeconnaissance du pri-miARN par la
ribonucléase Il Drosha et par son partenaire pgo& essentiel a la fixation sur I'ARN,
DGCRS8 DiGeorge syndrome critical region 8Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han
et al., 2004; Lee et al., 2003). L'utilisation detgines recombinantes Drosha et DGGR8
vitro montre que ce complexe est suffisant pour effectaematuration du pri-miARN
(Gregory et al.,, 2004; Han et al., 2004). A l'inser I'absence du gerdgcr8 dans des
cellules souches embryonnaires de souris inhikgrithese des microARNs dans ces cellules
entrainant une chute de leur prolifération et de Wifférentiation (Wang et al., 2007). Les
deux protéines s’associent dans le noyau pour forleemicroprocesseur, complexe
indispensable a la maturation du pri-miARN (Greget al., 2004; Han et al., 2004) (Figure
3).

Globalement, les pri-miARNs sont constitués d’uge tle 33 paires de bases comportant des
mésappariements, une boucle et des fragments d'@RiNle brin. Dans un premier temps,
ces fragments sont reconnus par la protéine DG@&R8gitant alors sa fixation a la base du

pri-miARN. Suite a cette fixation, la protéine Dhasinteragit transitoirement avec le pri-
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MIARN et le clive de 11 paires de base. Enfin, foig le processus de clivage terminég, le
pri-miRNA devient un pré-miARN composé d’environeuringtaine de paires de bases
possédant un groupement phosphate en 5’ et 2 nigedéa’ARN simple brin en 3’ (Figure
3)(Han et al., 2004; Lee et al., 2003; Zeng andedyuR005).

Fixation
Microprocesseur Maturation
>
Drosha
Microprocesseur
T ”
5 3 5 3
Pri-miARN Pri-miARN Pré-miARN

Figure 3 : Maturation du pri-miARN en pré-miARN.

Apres transcription du pri-miARN, le microprocesseur composé des protéines Drosha et
DGCRS se fixe au niveau des ARNs simple brin. Cette fixation entraine le clivage par Drosha
de 11 paires de bases libérant le pré-miARN mature contenant un groupement phosphate en 5’
et 2 nucléotides supplémentaires en 3.

c. Export du Pri-miARN dans le cytoplasme

Les pré-miARNs générés par maturation dans le nggatl ensuite exportés vers le
cytoplasme afin d’achever le processus de maturatie transport du pré-miARN est assuré
par de nombreux pores enchassés dans la membraitéairas (Nakielny and Dreyfuss,
1999). Ce mécanisme de migration du noyau vergtlgplasme est assuré par une protéine
de la famille des karyophérines appelé exportiiBdhnsack et al., 2004; Lund et al., 2004;
Yi et al., 2003). L'exportation nucléaire du préARN débute par la reconnaissance de la
structure tige-boucle inférieure a 14 paires deebapossédant 2 nucléotides non appariés a
son extremité 3. La fixation du pré-miARN a cepimtéine est dépendante d’'un co-facteur

nommeé Ran-GTP sous sa forme GTP. Le complexe piMNiexportine 5/Ran-GTP est
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alors formé. L’hydrolyse de la Ran-GTP en Ran-GBiRei la dissociation et le relargage du
pré-miARN dans le cytoplasme (Figure 4) (Gwizdeklet2003; Lund et al., 2004; Zeng and
Cullen, 2004).

Pré-miARN

%%%%%%%%%%

Pi

Cytoplasme

Pré-miARN

Ran-GDP

Figure 4 : Export du pré-miARN dans le cytoplasme.
L’exportine 5 (XPO 5) en Ran-GDP est indispensable au passage du prémiARN dans le
cytoplasme.

d. Maturation du pré-miARN

Le clivage nucléaire initié par la protéine Droshdefini une extrémité du microARN

mature (extrémité 3’° comportant 2 nucléotides). jpe&-miARN est relargué dans le
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cytoplasme via l'exportine 5 pour étre ensuite peis charge par une endonucléase
cytoplasmique de la famille des RNase lllI, DicerigGok et al., 2001; Hutvagner et al.,
2001; Ketting et al., 2001). Dicer est une protéims conservée chez les mammiferes qui
reconnait spécifiquement la structure double bdnpré-miARN avant d’induire son second
clivage. De maniere intéressante, des organisntesjbe D.melanogastepossédent deux
protéines distincts, Dicer-1 et Dicer-2, jouant déles différents. Dicer-1 est requis pour la
maturation des microARNs alors que Dicer-2 perraetnhturation des siRNA (Lee et al.,
2004b). Chez les mammiféres, l'induction du clivage s’établit pas uniquement grace a
cette protéine. En effet, Dicer possede deux pairesy TRBP KIV-1 transactivating
response RNA-binding protgiet PACT protein activator of PKIR qui possédent chacun
trois domaines de liaison a 'ARN formant alors aomplexe Dicer/TRBP, Dicer/PACT ou
Dicer/TRBP/PACT (Chendrimada et al., 2005; Haasal.et2005; Lee et al., 2006) (Figure
5). Ces deux protéines associees a Dicer ne sengasrparticiper a I'activité de clivage en
elle-méme mais participeraient plutét a la stabilite Dicer ainsi qu’'a la formation du
complexe RISCRNA-Induced Silencing comp)edeécrit ultérieurement (Chendrimada et al.,
2005; Lee et al., 2006). Cependant, de récentedegtmontrent que la protéine TRBP
participe a I'efficacité de l'activité catalytiquke Dicer en régulant dans un premier temps la
fixation de cette protéine au pré-miARN et danseacond temps en participant au relargage
des microARNs (Fukunaga et al., 2012; Lee and Daugdl2).

Le clivage du pré-miARN par I'un de ces complexesaractérise par la suppression de la
boucle présente a I'extrémité de 'ARN double briasant apparaitre un duplex imparfait
miR-3p/miR-5p (Figure 5). En accord avec le modtiel, le duplex est incorporé dans un
complexe protéique de la famille des Argonautea @) formant alors le complexe RISC.
Fréquemment, un seul microARN, appelé brin matese,pris en charge par ce complexe
alors que le brin passager (miR-5p) est dégradéstalailité thermodynamique relative des
deux extrémités des microARNs semble déterminatélgradation de l'un des deux brins
(Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). @elaat, dans certains cas, il est avéré que le
brin passager est fonctionnel en méme temps ouguenle brin miR-3p et integre le
complexe RISC (Biasiolo et al., 2011; Kuchenbauex.e 2011; Okamura et al., 2008; Ro et
al., 2007).
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Incorporation du
Pré-miARN
1 _—
5 3
Pré-miARN miR-3p/miR-5p

Figure 5 : Maturation du pré-miARN en un duplex miR-3p/miR-5p.
Le pré-miARN est pris en charge par la protéine Dicer associée aux protéines PACT et/ou TRBP
afin de cliver la boucle pour obtenir un duplex imparfait miR-3p/miR-5p.

La protéine Dicer en association avec d’autresémes (Argonautes, TRBP et/ou
PACT) forment un complexe actif dénommé RISC logdiomplex ou RLC qui va permettre
la mise en place du complexe effecteur, RISC, &grmant un microARN mature dans une
protéine de la famille des Argonautes. (Chendrimadal., 2005; Gregory et al., 2005;
Maniataki and Mourelatos, 2005). Les mécanismedgsguels le RLC s’attache a 'ARN ne
sont pas encore décrits mais il semblerait qu'apnésir effectué la maturation du pré-
MIARN, le duplex miR-3p/miR-5p est dissocié de tatpine Dicer. Par la suite, le complexe
TRBP/Argonaute 2 s’établit et se fixe au niveauwdur brin mature (Preall and Sontheimer,
2005). Une étude a démontré que l'activité endaulglique de la protéine Argonaute 2
pouvait faciliter la séparation du brin miR-3p ainbmiR-5p (Diederichs and Haber, 2007).
Néanmoins, la plupart des microARNs comportent ohesappariements en leur centre
empéchant alors leur séparation par la pluparipdet®ines Argonautes (Argonautes 1, 3 et
4). La séparation et I'élimination du brin passag@st pas encore décrite avec précision
mais il est fort probable qu’il y ait interventiofune hélicase non encore identifiée. Enfin, le
complexe RISC activé (comportant le microARN makwse fixe sur TARNm cible pour

induire une dégradation de cet ARN ou une réprassgosa traduction (Bartel, 2004).
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ARN Polymerase Il (et Ill)

Microprocesseur

~ ——
Drosha/DGCR8

Export (Exportine 5)

Pri-miARN Pré-miARN

Pré-miARN

ﬁ:er/PACT/TRBP

Duplex
\L miR-3p/miR-5p

Kmlllll AAAAA Fixation sur le 3'UTR

S d’'un ARNm cible

RISC

miR mature

XD DHOC

Dégradation de 'ARNm

Inhibition de la traduction

Figure 6 : Voie canonique des miRNAs.

Dans un premier temps, le pri-miARN est obtenu suite a la transcription de I’ADN génomique a
partir de I’ARN polymerase Il (et Ill dans une moindre mesure). Dans un second temps, le Pri-
miARN est clivé par le microprocesseur (Drosha/DGCRS) afin d obtenir le pré-miARN exporté
alors dans le cytoplasme. Ensuite, le pré-miARN subit un second clivage par la protéine Dicer
associée a TRBP et/ou PACT afin d’obtenir le duplex miR-3p/miR-5p. Enfin, le duplex est séparé
et le microARN est incorporé dans le complexe RISC (protéine Argonaute 1 a 4) s hybridant enfin

sur le 3’UTR de son d’ARNm cible pour induire la dégradation de celui-ci ou l’inhibition de sa
traduction.
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2. Les voies non canoniques
a. Voies Drosha/DGCR8 indépendantes
- Les miRtrons

Dans le régne animal, approximativement 40% deso@ARNSs sont transcrits a partir
d’introns localisés dans une unité transcriptianethidant pour une protéine (Rodriguez et al.,
2004). Cette particularité fait que les pri-miARMNanscrits sont trés souvent des ARNm
précurseurs et des pri-miARNs simultanément (Cai.e2004; Kim et al., 2009). L’analyse
de ces petits introns étudiés chez la drosophiles{along qu'un pré-miARN, environ 60
nucléotides) a montré que certains d’entre euwegtaranscrits par le spliceosome en une
petite séquence de 60 nucléotides en forme debbigele. Cette classe de petits introns,
appelés miRtrons, sont épissés et débranchés fdema lasso de I'intron afin d’obtenir la
conformation du pré-miARN. Ainsi, les miRtrons comtnent la voie canonique de
biogenése des microARNSs en évitant le clivage @amnicroprocesseur (Figure 7) (Okamura
et al., 2007; Ruby et al., 2007). Enfin, la voies daiRtrons et la voie canonique sont
similaires a partir de I'export par I'exportine & gré-miARN depuis le noyau (Okamura et
al., 2007). A I'heure actuelle, environ une cergatle miRtrons ont été identifiés chez les

mammiféres (Ladewig et al., 2012).

Epissage Débranchement
— RN
Spliceosome Repliement
S 3

Figure 7 : Synthése des miRtrons
Des petits introns sont epissés par le spliceogumeedébranchés de la forme lasso de
I'intron pour former directement un pré-miARN.

- Les snoARNSs

Certains petits ARNs nucléolaires, appelés snoRdMAIvent aussi étre a l'origine de

pré-miARNSs évitant ainsi le clivage par le micropgsseur (Ender et al., 2008; Saraiya and
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Wang, 2008). Les snoRNAs sont des petits ARNs dfenv70 a 200 nucléotides trés
conservés au cours de ['évolution permettant la m&tion des complexes

ribonucléoprotéiques (snoRNP) assurant la maturales ARNs ribosomiques (Matera et
al., 2007). L'analyse des bases de données dets pBRNS associés aux protéines
immunopurifiées Argonautes 1 et 2 humaines a mdatgrésence de molécules similaires
aux microARNs provenant d’'une classe particulieceesdoRNAs possédant une structure
secondaire contenant deux pré-microARNs reliésupar charniere centrale (Ender et al.,
2008). Comme les miRtrons, la maturation des snofRRA microARN fait intervenir la

protéine Dicer mais contourne le clivage par leropoocesseur.
- Les endoshARN

L’étude de cellules souches embryonnaires de setiies cellules neuronales post-
mitotigues chez le mammifere n’exprimant pas le egégcr8 en parallele de celles
n'exprimant pasdicerl indique la présence plus faible de microARNs pnawve d’une
troisieme origine Drosha/dgcr8 indépendante : IBNA en épingle & cheveux endogeéenes
(endo-shRNAs) (Babiarz et al., 2008, 2011). L'est&NA identifié présente une structure
secondaire possédant deux pré-miARNSs reliés parchaeniere centrale (Babiarz et al.,
2008). Seul l'un des deux sera par la suite pris charge par la protéine dicer
indépendamment du clivage par le microprocessegpefdant, tout comme les snoRNAs,

I'enzyme responsable du premier clivage reste inaen
- Lavoie dépendante de la tRNase Z

Certains microARNs encodés par le virus hergé&ont transcrits par I'ARN
polymérase Il afin d’obtenir un pri-miARN contertam tandem de pré-miARNs en forme
de tige-boucle associés a un ARN de transfert (Rbgeal., 2010; Pfeffer et al., 2004, 2005).
La totalité des pré-miARNs encodés par ce viruviprment du clivage en 3’ de 'ARN de
transfert (Bogerd et al., 2010). Dans ce cas pariG la maturation du pri-miARN n’est pas
prise en charge par la protéine Drosha mais paraderibonucléase générant un clivage a
'extrémité 3' des ARNs de transfert, la tRNaseUhe fois clivé, le pré-miARN obtenu
integre la voie canonique de biogenése des micraARMNrant I'export contrdlé par
'exportine 5 (Pfeffer et al., 2004, 2005). Cheg teammiferes, certains ARNs de transfert
sont aussi capables d’étre des précurseurs de ARtis® mais les mécanismes responsables

de ce processus restent encore trés peu connbisuBat al., 2011).
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- La voie des endo-siARN

Les siARNs endogénes sont des petits ARNs provedakiRNs double brins
précurseurs. Chez la drosophile, les microARNs slivés par la protéine Dicerl et intégrés
a la protéine Argonautel alors que les endo-siARbIst géenérés a partir de la protéine
Dicer2 et pris en charge par Argonaute2 (Siomi @iwini, 2009). Ces différents complexes
Dicer reconnaissent les tailles des précurseursraccoARNSs et aux endo-siARNs (Miyoshi
et al., 2010). Une petite partie des endo-siARN# sgnthétisés a partir de longs ARNs en
forme de tige-boucle contenant de multiples mésampants. Suite a la prise en charge par
la protéine Dicer2, ces siARNs endogénes integemisuite la protéine Argonaute2. En
revanche, I'extrémité en forme de tige boucle coat¢ de nombreux mésappariements est
reconnue comme un pré-miARNs et sera clivée parmDicet intégrée a la protéine
Argonautel (Miyoshi et al., 2010). Ces microARNstumas sont qualifiés dans la littérature
de semiARNS.

b. Voie Dicer indépendante

Une étude récente a démontré pour la premiéraufasvoie alternative de biogenéese
des microARNs Dicer-indépendante. Pour cela, dassmutantes exprimant une protéine
argonaute 2 inactive ont été produites. Cette nautatgo2 ™ engendre une létalité post-
natale accompagnée d’'une importante anémie. Leeaégge des microARNs dans le foie de
ces animaux mutants révéle une importante chuteprBssion d’un microARN : miR-451.
Afin d’analyser le rble de la protéine Drosha sirclivage du pri-miARN- 451, des études
sur des fibroblastes embryonnaires de sodmisha™ ont été entreprises. L'expression de
miR-451 dans ces cellules est diminuée de 20 farsrapport aux fibroblastes sauvages
soulignant alors la participation de cette prot@necours de la maturation de ce micro-ARN.
En revanche, l'inactivation du gémkicer par recombinaison homologue dans des cellules
souches embryonnaires de souris montre que I'esipresle miR-451 reste inchangée dans
ce modéle (Cheloufi et al., 2010).

In vitro, la maturation du pre-miR-451 dépend de l'activitétalytigue d’Argonaute2

(Cheloufi et al., 2010) . Le pré-miR-451 obtenuespclivage du complexe Drosha/DGCR8
est ainsi directement intégré a la protéine ArgteauEn effet, la taille inhabituelle (40
nucléotides au lieu de 60) du pré-miARN n’est pasonnue par la protéine Dicer mais

permet l'intégration a Argonaute2 ce qui conduit @emier clivage du pré-miARN. Le
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second clivage serait assuré par une nucléasédaiedlpermettant I'obtention du microARN
451 mature (Figure 8) (Cheloufi et al., 2010).

AGO2 AGO2 AGO2
Maturation > Clivage Clivage,
Ago2 nucléase
Drosha
N }
3!
Pri-miARN-451 Pré-miARN-451 Pré-miARN-451 MIARN-451 mature
(~40 nucléotides) (~30 nucléotides)

Figure 8 : Biogenése alternative de miR-451 : Voie non-canonique Breindépendante.

Le pri-miARN-451 est clivé par le complexe Drosha/DGCRS8 avant d'étraetineat intégré a la
protéine Argonaute2 (AGOZ2). Cette protéine génére un premier clivage du psARNravant la
maturation définitive de celui-ci par une nucléase encore inconnue.

3. Le « duel » miR-3p/miR-5p

Durant plusieurs années l'activité du brin passag&-5p des différents duplex miR-
3p/miR-5p a été moins étudiée que le fragment cémehtaire miR-3p. En effet, selon le
modeéle général, la séparation d’'un pré-microARNsrla formation de deux microARNs
matures possédant une complémentarité partiellee ezuix. Le brin majeur (miR-3p),
conserve, était considéré comme le plus stable ptus fortement exprimé par rapport au
brin mineur ou passager (miR-5p) qui était lui éélgr. Le modele précédent suggere que la
sélection du brin mature se produit selon deux mépses a savoir la stabilité
thermodynamique relative des deux extrémités degsleruainsi que leurs propriétés
structurales. Généralement, le brin comportantpidéses de bases relativement instables a
son extrémité 5’ échappe a la dégradation. (Khvereval., 2003; Schwarz et al., 2003).
Cependant, a ce jour, il reste impossible d’exchigénitivement le brin passager miR-5p
d’étre fonctionnel. En effet, plusieurs études démontré, a partir d’'une sélection de
différents duplex miR-3p/miR-5p, que le microARN-B@ture peut étre fonctionniel vitro
etin vivo (Kuchenbauer et al., 2011; Okamura et al., 20@8eRal., 2007; Yang et al., 2011).
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Par exemple, Kuchenbauer et ses collaborateursnontré que les deux microARNs miR
223-3p et miR 223-5p, issus du méme duplex, inbiltades cibles différentes de la voie
IGFR (Insulin Growth Factor ReceptyPI3K (Phosphoinositide 3-kinayaffectant alors la
différentiation et I'apoptose des cellules myélgidguchenbauer et al., 2011). De plus, les
niveaux d’expression des miR-3p par rapport aux-BpRrarient fortement en fonction du
tissu concerné, du type cellulaire ou encore dgéee montrant alors une fonctionnalité des
microARNs complémentaires spécifigues a leur |seadibn (Biasiolo et al., 2011;
Kuchenbauer et al., 2011; Ro et al., 2007). Etdirlétection de certain miR-5p associés a la
protéine effectrice Argonautel permettant I'acévibhibitrice du microARN sur un ARNm
cible appuie le fait que les brins passagers pesgaahe activité régulatrice (Okamura et al.,
2008).

Ces différents résultats montrent que les deux cAiRNs complémentaires d’un
méme duplex peuvent agir simultanément ou non ser méme cible, sur une voie de
signalisation identique ou encore indépendammemd da type cellulaire ou un tissu donné.
Il est méme possible d'imaginer que la présenceedi@ines cibles dans un tissu spécifique
initie I'expression d’'un microARN et/ou de son cdémpentaire afin d’'inhiber I'expression
d’'un géne en régulant la machinerie responsable die@genése des microARNSs.

C. Mode de régulation des microARNs
1. Appariement a 'TARNm cible
a. Sites de fixation « classiques »

- ldentification des sites de fixation

Environ 60% des génes humains codant pour uneipeotont régulés par des
microARNs (Friedman et al., 2009). Les microARNguiént spécifiguement I'expression de
certains genes grace a leur fixation sur le 3'UTRNdARNmM cible. Cet appariement
microARN/3'UTR d’'un ARNm cible s’établit au nivead’'une séquence partiellement
complémentaire appelé MRE pourméRNA Response Elementqui est défini selon
certaines regles établies par des études expédtasnét bio-informatiques. La région
localisée au niveau des nucléotides 2 a 7 en BidtoARN appelée « seed site » représente
la zone principale d’hybridation du miARN sur shlei(Lewis et al., 2003). Cette région est

trés conservée chez les métazoaires et s’appariaitpment avec certains 3'UTRs pour
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contrbler négativement I'expression du géne (L&Q2 Lim et al., 2003). De plus, la région
complémentaire du « seed site » d’'un microARN aeau du 3'UTR d'un ARNm cible est
guant a elle trés conservée. La simple rechercheégien conservée de 7 nucléotides au
niveau des 3'UTRs de mammiféres peut faire apparaih site de fixation pour un
microARN (Lewis et al., 2005). Enfin, plus de lait®des genes codant pour une protéine

et ciblés par un microARN sont tres conservés (frnen et al., 2009).
- Les sites canoniques de fixation

Une classification des différents sites de fixatéban microARN sur sa cible a été
établie (Bartel, 2009). Le plus frequemment, tryjses de fixation sont utilisés. Les sites
7mer-Al, 7mer-m8 et 8mer. Le site 7mer-Al permed bybridation parfaite selon les lois
d’appariement de Watson et Crick entre les basaées au niveau du « seed site » et celles
de 'ARNm. De plus, une adénine est localisée etu3site de fixation sur TARNm cible. Le
second site appelé 7mer-m8 est caractérisé paraliggment d’une base supplémentaire entre
le microARN et sa cible en 3’ du «seed site ».ifgnle site 8mer rassemble les deux
particularités des sites 7mer-Al et 7mer-m8 (Fid)re

- Les sites marginaux

Les sites marginaux représentent eux aussi desiassns possibles entre microARN
et ARNm. Tout d’abord, les sites 6mer simples repnéent des appariements parfaits du
«seed site » d'un microARN avec le 3'UTR d'un ARNaible sans aucune autre
particularité. Le site 6mer compensé représentantogu lui, un site 6mer décalé. C'est-a-dire,
un site 6mer qui se fixe sans l'aide du nucléotden 5 du microARN mais avec la

participation du nucléotide 8 en 3’ (Figure 9).
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Sites canoniques

7mer-Al

L T T p—— l\lll\lll\lll\lll\lll\llA ------ 3’ ARNmM

3" NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’ miARN
87654321

7mer-m8

5 e I\III\III\III\III\III\III}I ------- 3’ ARNmM

3’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’ miARN
87654321

8mer

T rp— |\|||\I||\|||\I||\Ill\|||\||A ------ 3’ ARNmM

3" NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’ miARN
87654321

Sites marginaux

6mer

R L L rupe—— l\lll\lllxlll\lllxlll}l ------- 3’ ARNmM

3’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN @5’ miARN
87654321

6mer compensé

B mmmmmmeeeeaa- |\|||\|||\I||\|||\I||\||N ------- 3’ ARNm

3’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’ miARN
87654321

Sites atypigues

Site supplémentaire en 3’
5 oo oo 3 AR
3’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’ MIARN
16 13 87654321
Site complémentaire en 3’

R
3’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 57 miARN
16 13 87654321

Figure 9 : Caractéristiques des sites de fixation d’'un microARN sue 3'UTR d’'un ARNm.
Il existe trois types d’appariement d’'un microARN sur le 3'UTR d’un ARNmsitesscanoniques,les
sites marginaux et les sites atypiques. D’apres Bartel, 2009.
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- Les sites atypiques

Différentes expériences informatiques et expériaiestont montré qu’il existait une
région localisée majoritairement au niveau des éuiiles 13 a 16 en 3’ du microARN
permettant la stabilisation de la fixation du m&RN sur sa cible (Brennecke et al., 2005;
Grimson et al., 2007). Lorsque cet appariement gABRN/ARNmM de 3 a 4 nucléotides est
accompagné d'une fixation parfaite au niveau dueeds site », on parle de site
supplémentaire en 3’ alors que si I'appariement asstocié a une fixation partielle du
microARN au niveau du «seed site » (un mésappeném on parle alors de site
complémentaire en 3’ (Figure 9).

b. Autres voies
- Fixation au niveau du 5’UTR de ’'ARNmM

Dans la littérature, il a été démontré que les ofi&Ns pouvaient également se fixer
sur la région 5’UTR de '’'ARNm cible induisant alange répression ou un activation de la
traduction (Lytle et al., 2007). Le premier exemgiefixation d’'un microARN sur le 5’UTR
d’'un ARNm a été observé chez la drosophile aveciteoARN miR-2 (Moretti et al., 2010).
Les auteurs ont démontiré vitro que miR-2 pouvait induire la dégradation ou I'iition de
la traduction d'un ARNm en se fixant sur le 5’UTEh revanche, cette fixation sur le 5’UTR
est moins efficace que celle localisée au niveaB’ddR (Moretti et al., 2010). Par ailleurs,

il a été observé que l'association d’un microARNe@Jve 5’'UTR pouvait induire une
activation de la traduction et non une répressmralle-ci (Henke et al., 2008; Jangra et al.,
2010; Jopling et al., 2005; @rom et al., 2008).shile virus de I'hépatite C a développé un
mécanisme utilisant la machinerie des microARNg di¢ se répliquer. En effet, ce virus
utilise le microARN miR-122 comme un régulateuripbde la réplication virale permettant
une accumulation de I’ARN viral (Jopling et al.,0&) en se fixant au niveau des deux sites
localisés en 5’UTR de I'’ARN du virus de I'hépatiie(Jopling, 2008).

Un autre exemple de régulation positive de la ttddo par un microARN a été montré par
Orom et collaborateurs. Les auteurs ont démonteéngilr-10a se fixe au niveau du 5’UTR
de ’'ARNm codant pour les protéines ribosomalesaximité du motif 5’TOP favorisant la
traduction (drom et al., 2008). La transfectionndi&-10a dans des cellules ES de souris
régule positivement la synthese de protéines rinases et la biogenése du ribosome

induisant alors une augmentation de 30% de la egethrotéique.
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- Fixation au niveau de la séquence codante d’'un ARNm

Suite a la découverte de l'appariement des micro&RMNr la région 5’UTR de
certains ARNm, des études se sont focalisées sualgacités des microARNs a réguler leurs
génes cibles en se fixant directement sur la s@guendante de leurs ARNm. Il existe
aujourd’hui, quelgues exemples démontrant cet a@pent atypique. Tout d’abord, I'étude
du microARN let-7 a montré qu’il était directemerdpable de se fixer sur la séquence
codante de 'ARNm de Dicer régulant alors négatigeinla synthése des microARNs
(Forman and Coller, 2010; Forman et al., 2008).dHkaurs, la séquence codante de 'ARNmM
de p16 qui code un inhibiteur de kinase cyclineetélant a été identifiée comme une cible
du microARN miR-24 qui réprime sa traduction dares dibroblastes et des cellules de
carcinomes cervicaux (Lal et al., 2008). Enfinexiste d’autres séquences codantes comme
celle de ’TARNm de Nanog, Octf¢tamer-binding transcription factor)4du Sox2 (Hex
determining region Y)-Box)yui sont des facteurs de différentiation majedes cellules
souches embryonnaires, ciblés par des microARNsléppmiR-296, miR-470 et miR-134
respectivement (Tay et al., 2008).

Il aura donc fallu attendre 2007 pour identifieis dgtes de fixation pour les microARNs
localisés au niveau des 5'UTRs et des séquenceantasd dARNm cibles. Il reste a
déterminer les mécanismes moléculaires mis en gaur péguler I'expression suite a ces
fixations atypiques des microARNs. Au vue des naukr résultats obtenus dans la
régulation des différents ARNm suite a la fixatides microARNs sur leurs 3'UTR, il faut
s’attendre dans les prochaines années a l'idegtiific d'un grand nombre de microARNs

régulant leurs cibles par fixation sur le 5’UTRIawséquence codante des ARNm.

2. Régulation de I'expression de la cible

a. L’inhibition de la traduction

Le ou les mécanisme(s) exact(s) de répression ttadaction d’'un ARNm cible par
un microARN ne sont pas encore totalement établi® gour. Plusieurs hypothéses sont
actuellement proposeées : la répression peut sellééeu cours de linitiation de la traduction
ou durant les stades post-initiation de la traductL’initiation de la traduction débute avec
la reconnaissance de la coiffe a I'extrémité 5TA®Nm par le facteur elF4EHukaryotic
inititation factor), sous unité du complexe elF4F (Figure 10). Ceptere contient aussi
elF4A et elF4G. L'interaction d’elF4G avec un autaeteur d’initiation, elF3, permet le

recrutement de la sous unité ribosomique 40S arémité 5’ de TARNmM. Le complexe de
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pré-initiation 40S interagit ensuite avec la songéuribosomique 60S au niveau du codon
AUG de 'ARNmM pour commencer I'’élongation. elF4Geragit aussi avec PABPpdly(A)
Binding Protein ) localisée sur la queue poly(A) de TARNm a I'édnité 3. L'interaction
simultanée entre elF4G-elF4E et elF4G-PABP1 peroetdonner une conformation
circulaire a 'ARNm permettant d’augmenter l'effgg de la traduction ainsi que la
protection de 'ARNm de la dégradation. CertainsN&R viraux initient leurs traductions
sans l'aide de facteurs d'initiation grace a laspree de séquence IRBStérnal ribosome
entry sit¢ permettant le démarrage de la traduction d’'un ARdé& maniéere interne (Jackson,
Hellen, et Pestova 2010). Deux méthodes expérinesntant permis de déterminer a quelles
étapes de la traduction se déroule I'inhibition pamicroARN. La premiere repose sur une
purification par ultracentrifugation sur gradien¢ ducrose des ARNmM reprimés par un
microARN. Lorsque ceux-ci sont copurifiés avecpetyribosomes, ils sont alors considérés
comme étant réprimés apres linitiation de la tcgn et donc dans les phases d’élongation
ou de terminaison. Une deuxiéme méthode consisitliser des constructions artificielles
reprimées par des miRNAs et intégrant des séqudREeS qui permettent une traduction
protéigue sans passage par la phase d'initiatida tf@duction. Lorsque la repression par le
microARN est maintenue en présence de ces constmacartificielles, cette répression a
donc lieu apreés l'initiation de la traduction. B Isasant sur ces différents critéres, plusieurs
auteurs ont établi que les microARNs réprimentiti@ion (Ding and Grosshans, 2009;
Humphreys et al., 2005; Kiriakidou et al., 2007;tMannet et al., 2007; Pillai et al., 2005;
Wakiyama et al., 2007) alors que d’autres affirmgoe les microARNs répriment les
mécanismes post-initiation (Maroney et al., 2006ttidtt et al., 2006; Petersen et al., 2006;
Seggerson et al.,, 2002). Ces divergences suggquenia répression des microARNs se
déroulerait soit au cours de linitiation soit anucs de la post-initiation selon le microARN

considéré.
- Inhibition lors de l'initiation de la traduction

Trois différents modéles ont été proposés pourigxet le mécanisme de répression

lors de [linitiation de la traduction.

Le premier modéle montre que le complexe miRISCc(oARN mature dans le
complexe RISC) peut entrer en compétition avecompiexe elF4F, contenant le facteur
elF4E pour la fixation au niveau de la coiffe dBRNm a I'extrémité 5’, empéchant alors
linitiation de la traduction (Figure 10-1) (Mathoet et al., 2007). Cependant, des études
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contredisent ce modele et suggerent la participatiautres facteurs entrant en compétition
avec elF4E telle que la protéine GW182 interagisaaec les protéines Argonautes et jouant
alors un rble central dans la régulation négatilexptession de géne réprimé par un
microARN (Eulalio et al., 2009).

Le second modele propose que miRISC stimule |la aédation de la queue poly(A) de
'TARNm par le complexe CCR4-NOT comprenant CCRhémokine (C-C motif) receptor
4), CAF-1 Chromatin Assembly Factor) let NOT1-5 (General negative regulator of
transcription subunit 1-6 Dans ce modeéle, la traduction est répriméeacaoiffe et PAPB1,
attachée a la queue poly(A), ne peuvent plus igiest initier la circularisation de TARNm
(Figure 10-4) (Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldeal., 2006; Wakiyama et al., 2007). La
déadénylation dans ce modeéle n'est pas juste laégouence d'une erreur au cours de
l'initiation car les ARNm contenant des séquendRE3 sont aussi déadénylés bien qu'l
soient résistants a la répression de la tradug#ne complexe miRISC (Wakiyama et al.,
2007). Comme pour le premier modele, des étudeserbsent celui-ci en établissant le fait
gue des ARNm nonpolyadénylés peuvent voir leuruciidn inhibée par des microARNs
(Eulalio et al., 2009; Pillai et al., 2005; Wu dt, 2006). Cet effet serait assuré par les
protéines Argonaute et GW182 car la déplétion desx dfacteurs ou I'expression d’un
dominant négatif de GW182 annule la répressionalieuét al., 2009).

Le troisieme modele suggére que l'association dRI&CT inhibe I'association de la sous
unité ribosomique 60S avec le complexe de préatimth 40S. La protéine Argonaute 2
humaine s’associe avec le facteur elF6 et la soité tibosomique 608 vitro (Figure 10-2)
(Chendrimada et al., 2007). elF6 est un facteufiqug dans la biogenese et la maturation de
la sous unité ribosomique 60S et permet d'évitexr association trop précoce avec la sous
unité 40S. La déplétion de ce facteur dans desleslhumaines permet de lever l'inhibition
d’'un microARN sur un ARNm (Chendrimada et al., 200En revanche, cette méme
dépletion réalisée dans des cellules de drosopkilproduit qu’un faible effet sur I'activité
du microARN suggérant la participation de mécansdiéférents dans ce modéle (Eulalio et
al., 2009). Le recrutement d’elF6 par miRISC senmbf@imer la traduction d'un ARNm en

empéchant 'assemblage des deux sous unités ribbgsesnau niveau du codon start AUG.

- Inhibition lors de I'élongation ou de la terminaism

En 2006, Petersen et ses collaborateurs ont proposéiodéle selon lequel le

microARN réprimait le processus d’élongation. Erfegf un ARNmM réprimé par un
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microARN peut étre associé avec des polysomes.rdepg quand le processus d'initiation

est bloqué a l'aide d'un inhibiteur d’elF4A, ledbbasomes des ARNmM réprimés par un
microARN sont plus rapidement détachés que ceuxAtR$m contréles suggérant un réle

des microARNSs dans le détachement des ribosomgsré10-5) (Petersen et al., 2006).

Au cours de la méme année, I'étude de polypeptidéessant tagués en N-terminal lors de
'élongation montre qu'aucun de ces polypeptides peut étre détectés par

immunoprécipitation lorsque 'ARNmM correspondansg&de des sites de fixation pour un
microARN (Nottrott et al., 2006). Ce résultat sugggque le complexe miRISC serait associé
a une ou plusieurs protéases permettant la dégradigs polypeptides naissants. A ce jour,

aucune protéase permettant un tel mécanisme nidegtéfice (Figure 10-3).

b. La dégradation de 'ARNm

Au cours des premieres études des microARNs clgearleanaux, 'inhibition de la
traduction ne semblait pas étre associée a unadgigyn de 'TARNm. Cependant, certaines
associations microARN-ARNmM aboutissent a une cHet&a quantité totale d’ARNmM causée
par la dégradation de ces derniers (Bagga et@5;2Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez
et al., 2006; Lim et al., 2005; Wu et al., 2006 augmentation de la dégradation des ARNm
est rarement due a [lactivité catalytigue de clevagles protéines Argonautes.
Majoritairement, les ARNm sont dégradés par des@mé&nes de déadénylation, suppression
de la coiffe et de la digestion exonucleolytigud’A&Nm (Figure 10-6) (Behm-Ansmant et
al., 2006; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2008¢s différents mécanismes nécessitent la
participation de certaines protéines comme GW182sprotéines Argonautes ainsi que la
machinerie permettant le décoiffage (DCPRe¢apping Protein YDCP2 ecapping
Protein 2) et la déadénylation (CCR4-NOT) de 'ARNm (Behmshant et al., 2006). Par
ailleurs, plusieurs expériences suggérent I'inddpane de la dégradation des ARNm et de
inhibition de la traduction de ceux-ci. Par exdeples ARNm dont la traduction est
empéchée sont néanmoins déadénylés suite a leofix@s microARN sur sa séquence cible
(Wakiyama et al., 2007; Wu et al., 2006). De pliasdégradation d'un ARNm par un
microARN peut s’établirin vitro sans une traduction active (Wakiyama et al., 2007).
Actuellement, les mécanismes conduisant soit aélgratlation de 'ARNm cible par le
microARN, soit a I'inhibition de sa traduction rest a élucider. Des auteurs suggerent que le
nombre, le type et la position des mésappariemdats le duplex microARN/ARNmM

peuvent jouer un réle majeur dans le choix de la (®leman et al., 2007).
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Figure 10 : Mécanismes possibles pour la répression des ARNm par les microARNS.

1 : Compétition du complexe miRISC avec le complexe eIF4F. 2 : Fixation de eIF6 sur le complexe miRISC
emprisonnant la sous-unités 60S empéchant son interaction avec la sous-unité 40S 3 : Dégradation du
polypeptide naissant par une protéase. 4 : Blocage de la circularisation par déadeénylation. 5 : Séparation
prématurée des sous unités ribosomiques 40S et 60S. 6 :Déadénylation et décoiffage de ’ARNm.
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3. Le cas particulier des microARNSs circulants

Les microARNs contrélent I'expression de leurs esbldans le cytoplasme des
cellules qui les ont générées. Cependant, cenaia®ARNS peuvent étre exportés de leurs
cellules productrices pour agir a distance. LesnpFees observations soutenant I'hypothése
de la présence des microARNs dans le plasma sapglensérum ont été réalisées en 2008
par plusieurs groupes indépendants (Chen et &8;20him et al., 2008; Lawrie et al., 2008;
Mitchell et al., 2008). Plus tard, I'existence dé&cmARNSs circulants dans tous les autres
fluides biologiques (salive, urine, lait maternel.a)été confirmée (Hanke et al., 2010;
Kosaka et al., 2010; Park et al., 2009; Weber .e2Ql10). Le mécanisme responsable de la
résistance des microARNs contre les nucléasesxtétieur de la cellule a longtemps été
enigmatique. Cependant, la présence des microARISs des exosomes exportés par les
cellules en culture était déja connue auparavaalka@f et al., 2007). De plus, la théorie selon
laquelle les microARNSs seraient protégés par endafien dans des vésicules a émergé lors
de la détection de ces derniers dans des vésiculmdant dans la circulation sanguine
(Hunter et al., 2008). Ces résultats ont alors aiBoune hypothése majeure : Il existerait des
mécanismes de communication des microARNSs intétlegles et inter-organes grace a leur
circulation dans les différents fluides biologiquiEms des microvésicules encapsulées. Trois
ans plus tard, cette théorie selon laquelle lesaARNS circulants sont encapsulés dans des
microvésicules est contredite par deux études lowraddoires differents qui montrent que les
microARNSs circulants sont a plus de 90% libres algds microvésicules et sont associés a
une protéine de la famille des Argonautes danddsnma sanguin, dans le sérum et dans le
milieu de culture cellulaire (Arroyo et al., 201Turchinovich and Burwinkel, 2012). La
stabilité de la protéine Argonaute2 permet d’expdigla résistance des microARNS aux
nucléases contenues dans les difféerents fluiddediimes (Turchinovich and Burwinkel,
2012). Aprés cela, un grand nombre d'études ont odé®d que les microARNs
extracellulaires sont protégés de la dégradationlsaont associés a la protéine Argonaute
ou encapsulés dans des corps apoptotiques, desnee®0u des vésicules (Chen et al.,
2012). Moins frequemment, des microARNs peuvené &atrouvés associés avec des
lipoprotéines a haute densité (HDL) dans le plagmiaain (Vickers et al., 2011).
L'existence des microARNs associés aux lipopro&iaenaute densité a été confirmée trés
récemment par un autre laboratoire (Wagner eR@l.3). Enfin, des expériencisvitro ont
montré que des microARNs pouvaient étre protégda dégradation des ribonucléases lors

de l'association avec une protéine chaperonneutdéphosmine | (Wang et al., 2010a).
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Cependant, aucune association intra-cellulairentdr-cellulaire des microARNs avec la
nucléphosmine | a été retrouvige vivo (Turchinovich and Burwinkel, 2012; Wang et al.,
2010a). Le mode d’action majoritaire des microARIMNsulants décrit dans la littérature est
une action paracrine de courte distance entredibdgles. A l'inverse de la concentration des
microARNs dans les fluides biologiques, la concaiun locale de microARNS circulants est
suffisante pour induire des effets physiologiquésné cellule voisine a une autre. Par
exemple, des microvésicules contenant des microARN®R-143/145) libérées par des
cellules endothéliales veineuses humaines (HUVEE@primant un facteur de stress, KLF2
(Kruppel-like factor 2, fusionnent avec la membrane des cellules muiseslisses voisines
initiant alors la régulation de certains génes sigges de ces cellules (Hergenreider et al.,
2012). Par ailleurs, les microARNSs circulants dessdifférents fluides biologiques jouent un
réle majeur de biomarqueurs dans un trés grand reodd pathologies telles que le cancer
(Allegra et al., 2012).
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Chapitre 2 : Les microARNs et I'’endothélium

A. Importance des microARNs dans I'endothélium

1. Lecon des inactivations de Dicer, Drosha et Argonae

L’angiogenése est un mécanisme au cours duquehaesgaux vaisseaux sanguins
sont formés a partir de vaisseaux pré-existants. p@essus est indispensable au
développement de I'endothélium de I'embryogenesgye chez I'adulte (Carmeliet and
Tessier-Lavigne, 2005). L'importance des microARNms les cellules endothéliales et au
cours de l'angiogenése a été révélée lors de tiveton des deux enzymes majeures pour
leurs biogenese: La protéine Dicer et la protéiDeosha. Les lignées murines
hypomorphiques pour le géndicer sont caractérisées par d’importants problemes de
remodelage vasculaire au cours du développementyemaire de la souris ainsi qu’une
angiogenése ovarienne défectueuse (Otsuka etOflg; Xang et al., 2005b). De plus, les
poissons zebres mutants pour le géicer montrent de graves hémorragies (Giraldez et al.,
2005). Les inactivations ddicer etdroshain vitro dans des cellules endothéliales humaines
(HUVEC) ont déemontré la participation de ces pméiau cours de différents phénomenes
caractérisant I'angiogenése vitro. En effet, des expériences en matrigel ont peigis
montrer que I'inactivation ddicer ou dedroshadans des cellules endothéliales aboutissait a
des défauts de tubulogenése de ces cellules. Lilmasion de drosha étant moins
incapacitante que celle akcer (Kuehbacher et al., 2007; Shilo et al., 2008; 8uat al.,
2007). Cette différence d’inhibition de la tubulogse est certainement provoquée par la
guantité importante de voies non canoniques de ehigge des microARNs Drosha-
indépendantes décrites précédemment et par lesdoscupplémentaires de Dicer en dehors
de la biogenese des microARNSs telle que le mairdetihétérochromatine (Kanellopoulou
et al., 2005). Par ailleurs, la réduction des mA&tbls endothéliaux induite par la délétion
spécifique dalicer dans I'endothélium murin réduit de maniére sigaifice I'angiogenése
post-natale en réponse a différents stimuli angioges tels que le VEGFVascular
Endothelial Growth Factgr I'ischémie ou encore la réparation tissulaireidi®z et al.,
2008). Dans cette étude, [linactivation ddicer induit une augmentation de la
thrombospondine-1, un inhibiteur potentiel de lmggnése. De plus, de nombreux autres
régulateurs des fonctions biologiques des cellatedothélialesn vitro et in vivo tels que
Tie2 ((Tyrosine kinase with Immunoglobulin and EGF homgldgmains 2, Tiel (Tyrosine

kinase with Immunoglobulin and EGF homology domai)s VEGFR2 Wascular
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Endothelial Growth Factor Receptor),2IL-8 (Interleukin-§ et eNOS voient leurs
expressions modulées par I'inhibition de la synthées microARNs (Suarez et al., 2007).
Par ailleurs, l'inhibition de la protéine Argonaiecteur majeur de I'action des microARNs
sur leurs cibles, dans des cellules endothélidde&B/EC) induit une chute de la prolifération,
une augmentation de I'apoptose et une réductiotadebulogenesén vitro (Asai et al.,
2008). Trés récemment, I'inhibition d’une autre tpioe Argonaute, Argonautel, dans des
cellules endothéliales a induit une augmentatiorladeibulogenése en normoxie vitro.
Cependant, cette protéine, ciblée par des microAlRdIgts dans des conditions hypoxiques
tels que let-7 ou miR-103/107, participerait plugdt'angiogenese au cours de I'hypoxie
(Chen et al., 2013). Tous ces résultats démonkiergact majeur des microARNsS au cours

de I'angiogenése et suggerent I'existence de miRf#spécifiques de I'endothélium.

2. Les microARNSs endothéliaux

De nombreusegtudes ont cherché a identifier les différents cA®Ns exprimés
dans les cellules endothélialés vitro et in vivo. Ces différentes analyses ont permis
l'identification d’environ 200 microARNs exprimésands les cellules endothéliales.
Cependant, seule une partie de ces microARNs pessates cibles et des fonctions
identifiees (Tableau 1). Poliseno et ses collaleorat ont décrit la présence de 27
microARNs trés fortement exprimés dans les cellidadothéliales veineuses (HUVEC)
régulant, pour la plupart, des facteurs importanisours de I'angiogenése (Poliseno et al.,
2006). Les microARNSs les plus fortement expriméglentifiés dans ces différentes études
sont miR-126, miR-221, miR-222, miR-130a, let-7RA#1 et miR-27b (Urbich et al., 2008;
Voellenkle et al., 2012). Le microARN miR-126 sataordée dans une partie future qui lui

sera entierement consacrée.
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MicroARNs vasculaires | Cible(s) Fonction sur I'endothélium Citations
Let-7 TIMP-1 Prolifération et migration des cellules endothékal (Otsuka et al., 2008)
miR-10a MAP3K7 ; BTRC Pro-inflammation endothéliale au cours de |'athéémese. (Fang et al., 2010a)
Apoptose des cellules endothélialesvitro, gardien de l'intégralité de
miR-15a Bcl-2, VEGF, FGF2 barriere hématoencéphaligimevivo. Anti-Angiogénique. (Cimmino et al., 2005; Yin et al., 2010, 2019)
miR-16 VEGF, VEGFR2, FGFR1 | Régule I'activité du VEGF et inhibe I'angiogenése/ivo. (Chamorro-Jorganes et al., 2011)
TSP-1 ; TIMP-1 ; ITGAS5 | Prolifération, tubulogenese, migratiam vitro. Neovascularisation au cou (Bonauer et al., 2009; Dews et al., 20p6;
Jakl ; CTGF ; CCND1, p21 de l'ischémie du membre et amélioration des fomstioardiaques au coy Doebele et al., 2010; Otsuka et al., 2008; Rin
miR-17-92 Cluster VEGF ; STATS3 ; HIF-I d’un infarctus du myocarde viva Senescence. et al., 2010; Suarez et al., 2008)
Expression dans les cellules progénitrices endatkél Inflammation (Sabatel et al., 2011; Zhou et al., 2011a; ghu
miR-21 PPARx ; RHOB ; HMGA2 | endothéliale. et al., 2013b)
Arrét du cycle cellulaire suite a une augmentatidm flux sanguin
miR-23/27 SPRY2 ; SEMAGA Tubulogenés@ vitro. Angiogenésén vivo. (Urbich et al., 2012; Zhou et al., 2011b)
miR-24 GATAZ ; PAK4 Angiogenése au cours de défaillances vasculaireiso. (Fiedler et al., 2011)
miR-125a-5p/125b-5p Preproendotheline-1 Homéostasie et inflammation de I'endothélium. (Li et al., 2010)
miR-130a GAX ; HOX5A Prolifération, migration et tubulogenése des cefiidndothéliales. (Chen and Gorski, 2008)
miR-132 p1l20RasGAP Prolifération et tubulogenése vitro. Angiogenése et volume tumoialvivo. | (Anand et al., 2010)
miR-143/145 KLF-2 ; KLF-4 ; KLF-5 Athéroprotecteur. (Hergenreider et al., 2012)
miR-146a NOX4 ; BRCA-1 Sénescence des cellules endothéliales et invasioorale (Vasa-Nicotera et al., 2011; Zhu et al., 2013a)
miR-155 Ets-1 Inflammation endothéliale. (Zhu et al., 2011a)
miR-200c/miR-299 ZEB1 ; IGF-1 Sénescence des cellules endothéliales. (Jong et al., 2013; Magenta et al., 2011)
miR-200b Ets-1 Activité des cellules endothéliales en conditiopdwique. (Chan et al., 2011)
Migration et tubulogenéese des cellules endothd&liafngiogeneseén vivo. | (Fasanaro et al., 2008; Hu et al., 2010; Ivah et
miR-210 EphrinA3 ; HIF-Tn ; PTPN1| Angiogénique au cours de I'hypoxie. al., 2008; Pulkkinen et al., 2008)
miR-34a/miR-217 SirTl Sénescence des cellules endothéliales. (Ito et al., 2010; Menghini et al., 2009)
Migration des cellules endothéliales. Intégrité cudaire de la rétine d
miR-218 Robol-2 ; GLCE souris. (Small et al., 2010)
c-Kit; STAT5; ZEB2 ;| Tubulogenese, migration, inflammation des -cellulesdothéliales ¢ (Chen et al., 2010; Dentelli et al., 201pa;
miR-221/222 ETS-1 réparation tissulaire. Poliseno et al., 2006; Zhu et al., 2011a)
Tubulogenése et migratidn vitro. Angiogenese de xénogreffes de tume
miR-296 HGS in vivo. (Wurdinger et al., 2008)
miR-320 IGF-1 Angiogenéese chez les rats diabétiques. (Wang et al., 2009)
miR-328 CD44 Formation des capillairea vitro. (Wang et al., 2008a)
CUL2, VEGF, VEGFR2 (Chamorro-Jorganes et al., 2011; Ghosh ef al.,
miR-424 FGFR1 Régule I'activité du VEGF. Promeut I'angiogenesecendition hypoxique. | 2010)
CDC25A/CCNEL1, FGF2 Prolifération, migration et tubulogenése des ceflul endothélialeg
miR-503 VEGFA Angiogenéese physiologique et tumoralesivo. (Caporali et al., 2011; Zhou et al., 2013)

Tableau 1 : Liste des principaux microARNs endothé&hux aux cibles connues associés a leurs roles dék au cours de I'angiogenése.
Le microARN endothélial miR-126 sera trés largenaduatrdé dans une partie future.
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3. Régulation des microARNs dans I'endothélium

Les cellules endothéliales sont sensibles a undgreombre de signaux tels que
I'hypoxie, les facteurs angiogéniques, les cytoginoae encore le flux sanguin (Figure 11). Au
cours des dix derniéres années, de nombreusess &ntlanalysé I'impact de ces différents
stimuli sur la régulation d’expression des microAfRRdhdothéliaux.

a. Par hypoxie

L’hypoxie est une condition dans laquelle un orgar@ entier ou une région de celui-
ci est privé de la quantité nécessaire d'oxyg&eephénomene de privation est trés souvent
relié a deux conditions majeures au cours de oeggpathologies : les anémies (nombre de
globules rouges diminués) et les ischémies (flingsm ralenti). La formation de nouveaux
vaisseaux sanguins (angiogenése) est une étapetieldseau cours de l'ischémie, pour
combattre les privations d’oxygene dans les tigtumaintenir une homéostasie vasculaire
normale. En condition hypoxique, les cellules ehdlles sont soumises a d'importants
stress et adaptent leur métabolisme en conség@enegprimant des genes spécifiques tel
gue HIFIx (Hypoxia inducible factor 1 alpha (Semenza, 2003). Ces différentes
modifications géniques entrainent alors des maalibns d’expression de certains
microARNs endothéliaux. Par exemple, I'hypoxie mlediexpression de miR-210 dans un
grand nombre de cellules testées incluant les lesllendothéliales (Fasanaro et al., 2009;
Kulshreshtha et al., 2007). De plus, I'expressienmdR-210 est augmentée dans des modéles
d’hypotrophie cardiaque, d’insuffisance cardiaque dlischémie chez le rat (Wu et al.,
2009). Ces différents résultats ainsi que les fonstrépertoriées de miR-210 (Tableau 1)
suggéerent que ce microARN stimulé lors d’'une proraid’'oxygene contribue a la réponse
angiogénique lors d’'une ischémie. Par ailleurs, én@le récente portant sur miR-503 a
déemontré que I'expression de ce microARN était aergge dans des conditions de privation
mimant I'ischémie en culture dans des cellules #rél@les (peu de sérum et de facteurs de
croissance) (Caporali et al., 2011). MiR-503 inhilae prolifération, la migration et la
formation de capillaires de ces cellulasvitro (Caporali et al., 2011). Certains microARNs
présentent des fonctions spécifiques au cours ligpdxie qu’ils ne possédent pas en
condition normoxique. En effet, miR-424, microARNtizangiogénique dans des conditions
normales, favorise I'angiogenese en condition higuox (Ghosh et al., 2010). miR-424 cible

CUL2 (Cullin 2), protéine importante dans I'assemblage du coneptéxbiquitines ligases,
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stabilisant alors HIF-d qui induit une augmentation de la prolifératiordetla migration des

cellules endothéliales en hypoxie (Ghosh et all020
b. Par les facteurs angiogéniques

La possibilité selon laquelle des facteurs angiagés peuvent moduler I'expression
des microARNs endothéliaux a été explorée. Le VESSE considéré comme un facteur
angiogénique majeur et permet la modulation d'esgom d'un grand nombre de
microARNs. Afin d’évaluer le rdle du VEGF sur I'epgssion des microARNs, des HUVEC
ont été traitées avec celui-ci et I'expression mé&s0ARNS a été quantifiée par microarray.
Ces études ont permis d’identifier le cluster miR9R2 comme étant régulé par le VEGF et
impliqué dans I'angiogenese tumorale (Dews eR8I06). De maniere intéressante, ce cluster
est faiblement exprimé dans les cellules endotleéliaeineuses mais son expression est
augmentée aprés une stimulation au VEGF, suggénarile de ces microARNs dans la voie
de signalisation du facteur angiogénique. ParwdlemiR-16 et miR-424 ont été décrits
comme des microARNs anti-angiogéniques grace & leapacités d’inhiber le VEGFR2
(Vascular Endothelial Growth Factor Recepto), ZGFR1 Fibroblast Growth Factor
Receptor )Y et le VEGF dans les cellules endothéliales (Chiamadorganes et al., 2011). La
surexpression de ces deux microARNs réduit la f@raliion, la migration et inhibe la
formation de capillaires en matrigalvitro. A I'inverse, I'inhibition de ces deux microARNs
entraine des phénotypes opposasvivg la surexpression de miR-16 réduit la formatioa de
vaisseaux sanguins. MiR-16 et miR-424 sont dewschioihs exemples de microARNSs régulés
par des facteurs pro-angiogéniques tels que le V&3€& bFGF (Chamorro-Jorganes et al.,
2011). Suite a leurs effets anti-angiogéniquesughaentation de leur expression par
stimulation au VEGF ou bFGF permet alors un retntdde négatif de I'angiogenese. Un
autre exemple de microARN régulé par un facteurag@gique mais qui possede une action
pro-angiogénique est celui de miR-132. Anand elaborateurs ont montré que miR-132
participe a l'induction de la néovascularisationréprimant I'expression de p120RasGAP,
une protéine activatrice de GTPase qui diminugiVaé de p21, protéine indispensable au
cycle cellulaire (Anand et al.,, 2010). L'expresside miR-132 est indétectable dans
'endothélium quiescent alors que son expressidntrés fortement augmentée dans les
cellules endothéliales de certaines tumeurs et h@immes. Plusieurs facteurs pro-
angiogéniques comme le VEGF ou le bFGF permettangmentation de I'expression de
miR-132 a l'aide de l'activation de la protéine GREC-AMP Response Element-binding
protein) dans les cellules endothéliales (Anand et alLOR0A l'inverse de miR-16 et miR-
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424, I'induction de miR-132 par le VEGF induit uaegmentation de I'angiogenesevitro
etin vivo(Anand et al., 2010).

c. Par les cytokines

Les cytokines sont de petites molécules polypapies de signalisation cellulaire
participant activement a la communication entreckdiiles au cours de processus divers tels
gue I'embryogenése ou linflammation. Le rble des cgytokines sur l'expression de
microARNs a été exploré. Des cellules endothéliales ainsi été exposées a difféerentes
cytokines pro-inflammatoires telle que [linterlen&t3 (IL-3). La régulation de sept
microARNs (miR-17-5p, miR-21, miR-126, miR-210, miR1, miR-222 et miR-296)
impliqués dans I'angiogenése a été observée (Diesttall., 2010a). Les expressions de miR-
296, miR-126 et miR-221/222 sont trés fortementidirées dans les cellules endothéliales
apres traitement a I'lL-3. La relevance biologiqie ces modulations d’expression a été
etudiée dans le processus d’athérosclérose, uhelpgie inflammatoire. L'expression de
miR-222 dans les cellules endothéliales isoléegdigdris normaux est supérieure a celle
détectée dans les cellules endothéliales de tahasosclérotiques. Cependant, au cours de la
progression de linflammation, I'expression de n#R2 chute progressivement de maniere
inverse & STAT5a, cible directe de miR-222 (Tabldgu(Dentelli et al., 2010a). A
I'évidence, cette étude nous montre le role de &#R-comme régulateur majeur de la
biologie des cellules vasculaires au cours d’urf@anmmation d'un microenvironnement
contenant de I'lL-3. Une étude s’est intéresséaddel de BMPR2 Bone Morphogenetic
Protein Receptor )l dans le développement d'une autre pathologi¢armhatoire,
I'hypertension artérielle pulmonaire. Dans cettedét le cluster miR-17-92 est modulé par
l'interleukine-6, cytokine impliquée dans cette lpbgie. La régulation de ce cluster de
microARNs par l'interleukine-6 est rendue possigiéce a l'activation de STAT3S{gnal
Transducer and Activator of Transcription), 3facteur de transcription régulé par cette
cytokine. A son tour, BMPR2 est directement cibs gdes microARNs appartenant a ce
cluster (miR-17-5p et miR-20a), permettant alorsetablir que I'augmentation de
l'interleukine-6 induit une chute d’expression delBR2 en passant par la voie STAT3/mIR-
17-92 (Brock et al., 2009).
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d. Par le flux sanguin

Dans la littérature, la régulation spécifique desroARNS initiée par le flux sanguin
reste tres peu décrite. Néanmoins, plusieurs exasrgoint déja connus. En effet, Nicoli et
collaborateurs ont découvert que I'émergence deseaux vaisseaux sanguins de la crosse
de l'aorte était liée a I'activation d’'une voie dignalisation dépendante du flux dans lequel
le facteur de transcriptioklif2a (Kruppel Like Factor 2a)induisait I'expression du
microARN miR-126 pour activer la voie du VEGF (Nicet al., 2010). Cette étude a fourni
un nouveau point de vue selon lequel les microAR& cellules endothéliales, en réponse
au flux sanguin, pouvaient participer au mécanisieel’angiogenese a des stades tres
précoces. En effet, la récente analyse des micrcARMprimés dans les cellules
endothéliales suite a des pulsations de milieuutteire comparés a une condition statique a
démontré la modulation d’expression de 21 microARBisaugmentés, 13 diminués). De
plus, l'analyse d’un microARN dont I'expression eaigmentée, miR-23b, a montré son
implication dans l'arrét de la croissance cell@au cours d’une variation du flux sanginn
vitro (Wang et al., 2010Db).

Facteurs angiogéniques, hypoxie, flux, cytokines

Angiogenese

Voies de signalisatio’

anscripti

Figure 11 : Régulation des microARNs dans I’endothélium.

Les cellules endothéliales sont soumises a différents facteurs extra-endothéliaux induisant une
cascade de signalisation. Cette cascade induit l’expression de facteurs de transcription et
I’expression d’un certain nombre de génes. Néeanmoins, la présence de ces facteurs peut aussi
induire la syntheése de microARNs spécifiques des cellules endothéliales inhibant alors les
fonctions de leurs genes cibles participant a |’angiogenese.

Transcription

45| Page



B. Fonctions des microARNs dans I'endothélium

1. Fonctions des microARNs dans [I'endothélium en contion

physiologique

Différentes études ont démontré qu’il existait muss microARNs endothéliaux
participant aux mécanismes d’angiogenese (Tablga{Figure 12). L'une des premieres
analyses traitant des fonctions des microARNs damglothélium a été réalisée sur les
microARNs miR-221 et miR-222 (Poliseno et al., 20@oliseno et ses collaborateurs ont
démontré que miR-221 et miR-222 étaient des fasteamti-angiogéniques affectant
'expression du récepteur proto-oncogene c-Kit daes cellules endothéliales. Par
conséquent, la régulation de c-Kit par les microARMitraine une modulation de l'activité
de son ligand SMC (Stem Cell Factor), facteur ioydi au cours de la différentiation des
cellules endothéliales et de I'angiogenese. Desergpcesin vitro ont montré que la
surexpression de miR-221 et miR-222 dans les HUVEH®dbait significativement la
migration de ces cellules (Poliseno et al., 20@8)fin, I'étude de l'inactivation delicer
suivie du rétablissement de I'expression du coupliiR-221/miR-222 a démontré la
régulation d’eNOSNitric Oxide Synthageenzyme régulant la synthese d’oxide nitrique, pa
ces microARNs (Figure 12)(Suarez et al., 2007).<Dadittérature, I'oxide nitrique est décrit
comme essentiel a 'angiogenese, a la formatiomalereaux capillaires et au remodelage
vasculaire (Murohara et al., 1998; Rudic et al98)9 D’'autres microARNs sont fortement
exprimés dans les cellules endothéliales et peufeeatiser I'angiogenese. (Urbich et al.,
2008). Par exemple, miR-130a régule la boite hoig@etGAX Growth Arrest Homeobgx
et la boite homéotique HoxA5 qui sont des inhibitede I'angiogenese. En effet, GAX
régule négativement la prolifération, la migrateiria tubulogenése des cellules endothéliales
alors que HoxAb5 inhibe uniqguement ce dernier mégaai(Wang et al., 2010c). D’autre part,
'étude du cluster miR-17-92 comprenant miR-17, &, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1
et miR-92a dans des cellules endothéliales a pemfidentifier les fonctions pro-
angiogéniques de ce cluster (Suéarez et al., 2@8gffet, la surexpression des microARNs
miR-17-5, miR-18a et miR-20a dans des cellules #rddiales n’exprimant plus la protéine
Dicer a permis de rétablir une prolifération et wagpacité d’organisation en pseudotubes
normale de ces cellules (Suarez et al., 2007, 2088)inverse, linhibition de ces
microARNs induit la perte de cette capacité d'oigation en pseudotubes des cellules
endothéliales stimulées par le VEGF (Suarez et28108). Ces résultats sont en partie

expliqués par la régulation de la thrombospondiaeteur anti-angiogénique, par miR-18a

46 |Page



(Suéarez et al.,, 2008). Par ailleurs, une autre ettmdndiqué que linfertilité des souris
n’exprimant plusdicer était causée par la formation de nouveaux camaanormaux dans
I'ovaire (Otsuka et al., 2007, 2008). L'inhibitiate I'angiogeneése dans ce modéle serait due
en partie a I'absence de miR-17-5p et let7f, deictdARNS participant aux fonctions des
cellules endothéliales grace a la modulation depfession d’'un facteur anti-angiogénique
nommeé TIMP-1 Tissue Inhibitor of metalloprotease} (Figure 12) (Otsuka et al., 2008). En

effet, I'injection de ces deux microARNs chez lesurss dicer

a permis de restaurer
partiellement la vascularisation ovarienne en iahtld’expression de TIMP-1 (Otsuka et al.,
2008). Ces résultats ont donc montré que le clusi®-17-92 possédait d'importantes
fonctions favorisant I'angiogenese. De facon irdéamte, une étude plus récente a mis en
évidence les propriétés anti-angiogénigues deinenaembres du cluster miR-17-BRvitro
(Doebele et al., 2010). En effet, la surexpressioiividuelle des microARNs appartenant a
ce cluster inhibe I'émergence de capillaires diulss endothéliales dans des expériences de
sphéroides en cellulose, la formation d’'un réseaaagillaires et la migration de ces cellules
(Doebele et al., 2010). Enfin, miR-23 et miR-27uxienicroARNs du cluster miR-23-24-27
fortement exprimés dans les cellules endothéligtesticipent eux aussi a I'angiogenese
physiologique. L’inhibition de ces deux microARN&prime l'angiogenésén vitro et le
développement vasculaire de la rétine chez la s¢dhou et al., 2011b). Dans les cellules
endothéliales, miR-23/miR-27 répriment I'expressides protéines anti-angiogéniques
Sprouty2 et sema6a favorisant ainsi le processg®génique. L'inhibition de ces deux
genes cibles par miR-23/miR-27 permet de maintienvoie de signalisation RACR@S-
related C3 botulinum toxin substrai@AF (proto-oncogene serine/threonine-protein
kinas§/ERK (Extracellular signal-Regulated Kinageactive aprés une stimulation au VEGF
(Urbich et al., 2012; Zhou et al., 2011Db).
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Figure 12 : Fonctions de certains microARNs endothéliaux en condition physiologique.
miR-221/222 inhibe [’angiogenése en réprimant eNOS et c-Kit, tout deux favorisant le
mécanisme d’angiogenese. A l'inverse, miR-23/miR-27, miR-130a, la famille let-7f et le cluster
miR-17-92 promeut [’angiogenése en réprimant des inhibiteurs de |’angiogenese.

2. Fonctions des microARNs dans I'endothélium patholdgue

Outre leurs implications dans I'endothélium en dbad physiologique, les
microARNSs jouent aussi des réles dans I'endothébuneours de processus pathologiques.

a. MicroARNSs et athérosclérose

L’'athérosclérose est une pathologie grave aboutissal’ importantes complications
cardiovasculaires (Libby et al., 2011). L'origine kh maladie est trés souvent dle a une série
de dysfonctionnements des cellules endothéliales.dlaques athérosclérotiques retrouvées
au niveau de I'endothélium sont composées d’unaraatation de particules lipidiques dans
des cellules spumeuses (dérivées des macrophdgegellules musculaires lisses ou dans la
matrice extra-cellulaire. Ces plagues sont lestpaile repere de I'avancement des Iésions
athérosclérotiques dans les arteres. De pluselegas endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les cellules spumeuses sont les principateurs du développement des plaques
athérosclérotiques (Albiero et al., 2010; Cecchett al., 2011; Moore and Tabas, 2011;
Onat et al., 2011). Un nombre important de geneteatytokines ont été identifies comme
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des facteurs de risques potentiels dans I'athése (Ait-Oufella et al., 2011; Ramsey et
al., 2010). De plus, de récentes études ont suggerémplication des microARNs dans le
développement de cette pathologie (Zhang, 2008))201

Afin de caractériser les microARNs impliqués daashErosclérose, les souris développant
des lésions athérosclérotiques spontanées n’exprimpis nativement les geneéspoE
(Apolipoprotein B ouLDLR (Low density lipoprotein receptpont été utilisées (Ishibashi et
al.,, 1993; Plump et al., 1992). Deux études ontatérd@ que les niveaux d’expression de
miR-143, miR-145 et miR-125b dans l'aorte étaiemttement diminués chez les souris
ApoE” (Elia et al., 2009; Goettsch et al., 2011). Despltinactivation du cluster miR-
143/miR-145 a montré un rdle majeur de ces microARN cours de la différentiation des
cellules musculaires lisses et a donc suggéré peuticipation au cours de certaines
pathologies vasculaires comme I'athérosclérosea (&ial., 2009). Par ailleurs, l'injection
d’'un inhibiteur de miR-33 a permis d’augmenter laatité de HDL (High Density
Lipoprotein) inversant alors en partie le phénotypgercholestérolémique des souris
dépourvues du genddLR (Rayner et al., 2011).

Bien que de nombreux microARNs impliqués dans &atkclérose aient été identifiés a
l'aide de modeéles cellulaires et murins, les bagesdonnées humaines fournissent des
informations plus proches de la véritable path@odi partir de ces données, un certain
nombre de microARNSs régulés lors de I'athéroscem®té identifié (Tableau 1 et 2). Tout
d’abord, Cipollone et ses collaborateurs ont mogtré 5 microARNs (miR-100, miR-127,
miR-145, miR-133a et miR-133b) étaient surexpriméss des plaques lipidiques humaines
(Cipollone et al.,, 2011). Ensuite, une analyse @su$ vasculaires sains versus
athérosclérotiques a démontré la présence de BsauaiicroARNs surexprimés (miR-21,
miR-130a, miR-27b, miR-210 et let-7f) et 2 souspraxés (MiR-221 et miR-222) dans les
Iésions sclérotiques (Li et al., 2011a). De pluse derniére étude de tissus athérosclérotiques
comparés a des tissus sains a confirmeé la surexpnede miR-21 et miR-210 et ajouté les
microARNs miR-34a, miR-146a et miR-146b-5p a laelides microARNs déja impliqués
(Raitoharju et al., 2011). Enfin I'analyse des m#&RNSs circulants a permis d’établir une
liste de microARNs comme bio-marqueurs potentielargués dans la circulation sanguine
au cours de l'athérosclérose. Par exemple, leesgioms des microARNs miR-17, miR-92a,
miR-145 et miR-155 sont diminuées alors que ceallesmiR-21, miR-133a, miR-146a et
miR-208a sont augmentées en condition pathologidadbleau 2) (Fichtlscherer et al., 2010;
Qu et al., 2011; Yao et al., 2011).
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MicroARNs | Expression tissu MicroARNs humains Expression tissu
humains athérosclérotique/sain circulants athérosclérotique/sain
miR-21 Augmentée miR-17 Diminuée
miR-27b Augmentée miR-21 Augmentée
miR-34a Augmentée miR-92a Diminuée
miR-100 Augmentée miR-133a Augmentée
miR-127 Augmentée miR-145 Diminuée
miR-133a Augmentée miR-146a Augmentée
miR-133b Augmentée miR-155 Diminuée
miR-130a Augmentée miR-208a Augmentée
miR-145 Augmentée

miR-146a Augmentée

miR-146-5p | Augmentée

miR-210 Augmentée

let-7f Augmentée

miR-221 Diminuée

miR-222 Diminuée

Tableau 2 : Variations d’expression des microARNsralothéliaux lors de I'athérosclérose.

b. MicroARNSs et inflammation

L’inflammation fait partie intégrante d’'un grandmbre de pathologies humaines et
participe a la réponse immunitaire innée en réaciiales pathogénes ou a des dommages
cellulaires. Linflammation est couramment défincomme un recrutement local de
leucocytes suivi de leur activation (Pober and &utr1990; Pober and Sessa, 2007). En
réponse a des pathogenes ou a des cytokines infitoines comme linterleukine-1 ou le
TNFa (Tumor Necrosis Facton), les cellules endothéliales sont alors activéeguierent
de nouvelles capacités permettant aux leucocytesuder, adhérer puis transmigrer a travers
'endothélium et ce afin de leur permettre de swlre sur les sites inflammatoires (Butcher,
1991; Ley, 1996; Ley et al.,, 2007; Springer, 1995). condition normale, les leucocytes
n’interagissent pas avec les cellules endothélidies effet, ces dernieres séquestrent les
protéines responsables de leur interaction avdelescytes (P-selectin et chimiokines) dans
des vésicules de sécrétion appelé les corps deciredtade (Bonfanti et al., 1989; McEver
et al., 1989; Middleton et al., 1997). Dans ces e®moonditions, les expressions des
protéines d’adhérence indispensables a cette ati@na(ICAM-1 (InterCellular adhesion
molecule) VCAM-1 (Vascular cell-adhesion moleculegt la E-selectine) sont aussi

réprimées (Bevilacqua et al., 1994; Pober, 2002).
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De récentes études ont montré que certains micrgApdivaient réguler l'inflammation
(Tableau 1) (Figure 13). En effet, I'analyse pghwécise de I'induction des microARNs par le
TNF-a a montré la surexpression de miR-31, miR-155 &-tv-3p. De facon intéressante,
ces microARNs ciblent deux protéines d’adhérendkilage, la E-sélectine (miR-31) et
ICAM-1 (miR-17-3p) (Suérez et al., 2010). Dans e&ttude, I'inhibition de ces microARNs
augmente l'adhérence des neutrophile;n vitro (Suarez et al.,, 2010).
A l'inverse, I'expression du microARN miR-181b éshibée par I'induction au TNB-des
cellules endothéliales. Ce microARN régule l'exgies de limportine a3, protéine
nécessaire a la translocation du facteur de trgatiger NFkB (Sun et al., 2012). L’activation
de NFkB est une étape critique de I'action pro-inflamnratau TNFe. In vitro etin vivo,
miR-181b diminue alors indirectement I'expressioes dgenes cibles de ce facteur de
transcription tels que VCAM-1 et la E-sélectine i{Set al., 2012). Par ailleurs, un autre
microARN, miR-10a, régule négativement la cascad&B«B en ciblant deux régulateurs
nommés MAP3K7 Nlitogen-Activated Kinase Kinase Kindset BTRC (@-Transducin
Repeat Containing Geheayui contrdlent la dégradation protéasomique dBalkt de la
translocation de p65 dans les cellules endothéli@ang et al., 2010a). De plus, I'expression
de miR-10a diminue dans les régions athéroscléresida ou I'expression des deux cibles
MAP3K7 et BTRC est augmentée (Fang et al., 2010b). Ces résultaggerent que
'expression différentielle de ce microARN contréb@a la régulation pro-inflammatoire du
phénotype endothéliale au cours de l'initiationl’dehérosclérose. MiR-155 et miR-221/222
interviennent également dans la réponse inflammeassi régulant négativement le facteur de
transcription, Ets-1vtets avian erythroblastosis virus E26 oncogenediogl) (Zhu et al.,
2011a). En effet, dans des cellules endothélidiesuges par I'angiotensine Il, protéine
induisant I'expression de certaines molécules dBaglice, Ets-1 et certains de ces génes
cibles comme VCAM-1, MCP-1IMonocyte Chimioattractant proteir) &t FLT1 fms related
tyrosine kinase )Llsont surexprimés. Cet effet est partiellementingp par la surexpression
des microARNs miR-155 ou miR-221/222. De plus, diaentation de I'expression de miR-
155 et miR-221/222 réduit 'adhérence des leucacgte un tapis de cellules endothéliales
veineuses (HUVECS) ainsi que la migration de cesidees (Zhu et al., 2011a). Par ailleurs,
une étude de la régulation des LDL oxydés par desomRNs a été réalisée. Les LDL
oxydeés favorisent I'expression de genes pro-inflatwines initiant alors le recrutement de
monocytes sur I'endothélium et le déreglement dekiles endothéliales (Li and Mehta,
2000). Les microARNs endothéliaux miR-125a/b-5p ment I'expression d’'un gene pro-
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inflammatoire, lendothelin-1 qui est surexprimé suite a I'oxydation de ces Lfdggérant

un role de ces microARNs dans l'inflammation dendlethélium (Li et al., 2010). D’autre
part, les facteurs de transcriptions surexprimégpanse a une lésion vasculakié? etklf4,
sont sous le controle de miR-92a, microARN appartermu cluster miR-17-92. En effet,
miR-92a réprime I'expression de KLF2 et KLF4 fagamt alors I'inflammation des cellules
endothéliales. De plus, Fang et ses collaboratmirdémontré dans la méme étude que miR-
92a inhibe partiellement I'adhérence des leucocitdsite par le TNFa sur des cellules
endothélialesn vitro (Fang and Davies, 2012). Enfin, il existe un midRiMy nommé miR-
663, retrouvé uniquement chez les primates paatitiga diverses pathologies telles que
inflammation ou le cancer (Pan et al., 2010; E&iial., 2010). La participation de miR-663
au cours de l'inflammation a été révelée a l'aidendnodéle imposant des contraintes de
cisaillement oscillatoire ou @scillatory Shear Stress ou OCS induisant un phénomene
inflammatoire endothélial. La contrainte de cigailent est une force appliquée a la surface
d’un solide (vaisseau sanguin) de maniere pardjiiebe) et non perpendiculaire initiant alors
une déformation de celui-ci. Lors de I'expositiagsctellules endothéliales a cette contrainte
de facgon intermittente, le microARN le plus exprid@ns ces cellules est miR-663.
L’inhibition de ce microARN dans les cellules erfultales permet un blocage de
'adhérence des monocytes induite par 'OCS. Suites résultats, une étude par microarray
des cellules endothéliales exprimant ou non miR-G63ermis de révéler 35 cibles
potentielles pour ce microARN, parmi lesquellestsorlus des génes et des facteurs de
transcriptions impliqués dans l'inflammation comiki&. Ces résultats suggéerent alors la
participation de ce microARN au cours de ce pracegNi et al., 2011).
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Figure 13 : Fonctions de microARNs endothéliaux en condition inflammatoire.

miR-181b, miR-10a, miR-17-3p, miR-31, miR-155, miR-221 et miR-222 répriment des facteurs
favorisant l'inflammation alors que miR-92a et miR-663 répriment un ou deux inhibiteurs de la
mise en place de ce mécanisme.

c. MicroARNSs et ischémie vasculaire

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins esétape essentielle au cours d’'une
ischémie vasculaire, ou l'interruption du flux samg prive les tissus d’oxygéne et de
nutriments nécessaires pour maintenir leurs fonstinormales. Durant une ischémie, la
pauvreté en oxygene, ou hypoxie, induit égalemensigurs stimuli angiogéniques
(VEGF...) afin de maintenir une homeéostasie tissaeldiCarmeliet and Jain, 2011). En
réponse a une ischémie vasculaire, les expressiensertains microARNs ne sont pas
seulement modulées mais ils participent activemgnfangiogenese induite dans ces
conditions (Tableau 1) (Figure 14). Tout d’abor@xpression du microARN miR-210,
qualifié de hypoxamiR, est augmentée lors d’uneokigsuite a une activation du facteur de
transcription HIF-&. Fasanaro et ses collaborateurs ont montré queutiimh de ce
microARN dans ces conditions accentuait la chimietales cellules endothéliales induite
par le VEGF et le développement des capillairesitro (Fasanaro et al., 2008). De facon
intéressante, une autre étude a montré que miRkA@sait I'angiogenése et inhibait
'apoptose des cellules endothéliales dans un meodélrin d’infarctus du myocarde
permettant alors de rétablir partiellement les foms cardiaques (Hu et al., 2010). Les

mécanismes pro-angiogéniques et anti-apoptotigsmsé@s par miR-210 sont établis suite a
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la répression d'un ligand des récepteurs a acttyigsine kinase Eph, éphrine A3 et d’'une
phopshatase, PTPN1 (Fasanaro et al., 2008; Hu, @04l0). Par ailleurs, une étude récente a
démontré que le microARN miR-15a était un importagulateur de I'ischémie cardiaque
chez la souris (Hullinger et al., 2012). En eftatrépression de miR-15a vivo réduit la
taille de la région de l'infarctus, inhibe le renetalbe du cceur et accroit les fonctions
cardiaques en réponse a des dommages causes pachémaie vasculaire (Hullinger et al.,
2012). Yin et collaborateurs ont précédemment Etaple le récepteur nucléaire
PPARD (Peroxisome Proliferator-Activated Receptdy se fixait sur le site de liaison a
’ADN dans la région du promoteur de miR-15a afenréprimer son expression (Yin et al.,
2010). De plus, lors de la diminution du niveauRIRARD dans des cellules endothéliales
cérébrales au cours d'une ischémie, une augmemtdgol’apoptose de ces cellules ainsi
gu’'une nécrose étaient observées. A l'inverseutaxpression de PPARNnhibe miR-15a
initiant alors une augmentation d’'une cible antyatptique directe de ce microARN, Bcl-2
(B-Cell Lymphoma X In vitro etin vivo, I'induction de Bcl-2 favorise alors la réductide
l'activité de la caspase 3 et la mort cellulairdahéliale dans le cerveau de souris apres une
ischémie vasculaire (Yin et al., 2010). Les mémaewlas ont démontré que l'action anti-
angiogénique de miR-15a n’induisait pas uniquernengffet anti-apoptotique passant par la
régulation de Bcl-2. En effet, miR-15a régule deanteurs majeurs de l'angiogenese
exprimés dans les cellules endothéliales que soMEGF et le FGF2Hibroblast Growth
Factor 2. Cette régulation directe permet alors a miR-tiBaréguler les mécanismes de
différentiation, migration et tubulogenése desutei endothélialef vitro puis la formation

de nouveaux vaisseaux sanguins apres inductiore daomémie du membre infériewr vivo
(Yin et al., 2012). D’autre part, comme cité prém@édient (partie Il. A. 3. a.), I'étude des
cellules endothéliales dans des conditions de fwivasimilaires a une ischémie vitro a
établi que I'expression du microARN miR-503 étdiinsilée (Caporali et al., 2011). miR-503
inhibe la prolifération, la migration et la tubukagese des cellules endothéliales en ciblant
deux protéines impliquées dans le cycle cellula@€ENEL1 Cyclin E1) et CDC25A Cell
Division Cycle 2% L'injection d'un inhibiteur de ce microARNn vivo favorise le
rétablissement du flux sanguin au cours d'une isd@édu membre chez des souris

diabétiques (Caporali et al., 2011).
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Figure 14 : Fonctions de microARNs endothéliaux au cours d’une ischémie vasculaire.
L’effet pro-angiogénique de miR-210 permet de rétablir un phénotype normal suite a une ischémie
vasculaire. A l'inverse, miR-15a et miR-503 régule positivement ce mécanisme.

d. MicroARNSs et Senescence

Le processus de la senescence des cellules endiahébst impliqué dans des
pathologies cardiovasculaires mais aussi neurodégives comme dans la maladie
d’Alzheimer (Casoli et al., 2013; MiRea et al., 2D1Plusieurs microARNs sont impliqués
dans ce mécanisme comme les microARNs miR-217, Mig&, miR-34a, miR-200c, miR-
299 et le cluster miR-17-92 (Tableau 1) (Figure. 1%8) surexpression de miR-217 induit la
senescence des cellules endothéliales alors qépEsssion retarde ce mécanisme (Menghini
et al.,, 2009). Dans un modéle de lésion athérastayiie, miR-217 est associé a une
réduction d’expression d'une histone désacétylasecldsse Il appelé SIRT1Si{ent
Information Regulator 1(Menghini et al., 2009). Le blocage de SIRT1adé d'inhibiteur
pharmacologique ou de siARN induit un phénotypeselgescence prématurée, associé a un
stress oxydatif ou a des dommages a I'ADN, danscéiles endothéliales vitro. A
'inverse, la surexpression de cette protéine emmpéane senescence des cellules
endothéliales induite par un puissant facteur desstoxydatif, le peroxyde d’hydrogene (Ota
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et al., 2007). Par conséquent, miR-217, en agissanine un inhibiteur endogéne de SIRT1,
favorise la senescence endothéliale.

Le mécanisme de senescence réplicative, lié aouatssement des télomeéres, est associé a
une forte production de RORéactive Oxygen Spedemduisant une diminution de la
guantité d’'un microARN, miR-146a. De plus, miR-146gule négativement I'expression de
la principale isoforme endothéliale du complexe N#Doxydase, NOX4NADPH Oxydase

4) induisant l'inhibition de la senescence dans deBules endothélialesn vitro (Vasa-
Nicotera et al., 2011). Par ailleurs, une étudegmbrsur I'expression du microARN miR-34a
révéle un taux élevé de ce microARN dans les edltHUVECs sénescentes, notamment
dans le coeur et la rate des souris agées. La sessign de miR-34a dans les cellules
endothéliales induit la senescence et réprime déif@mation de ces cellules en inhibant la
progression du cycle cellulaire (Ito et al., 2018)milairement a miR-146a, miR-34a cible
TARNmM de SIRT1. En effet, la surexpression de SlRdans les cellules endothéliales
bloque la capacité de miR-34a a induire la senegceans jouer sur son expression (Ito et
al., 2010). D’autre part, les cellules progénisiemdothéliales (CPE) jouent un role essentiel
dans lintégrité vasculaire en renforcant le reredl@ment cellulaire dans I'endothélium.
L’accélération de la senescence dans ces cellstasmeanécanisme retrouvé frequemment au
cours de diverses maladies cardiovasculaires ¢iufsrdu myocarde, arythmie, ...) (Hill et
al., 2003). miR-34a est aussi exprimé dans les EPR surexpression de ce microARN
inhibe I'angiogenese tout en favorisant la seneseate ces cellulem vitro (Zhao et al.,
2010). Ce dernier mécanisme est associé a unewionrde 40% de I'expression de SIRT1.
Ces résultats indiquent que miR-34a réprime lesaatgs angiogéniques des cellules
progénitrices endothéliales en induisant la semescde celles-ci via la régulation de SIRT1.
Plus récemment, Magenta et ses collaborateurs @mowkré la régulation positive des
microARNs appartenant a la famille miR-200 (miR-20tiR-200b, miR-200c, miR-141 et
miR-429) suite a un traitement des cellules endiaileé au peroxyde d’hydrogéne mimant
un stress oxydatiin vitro (Magenta et al.,, 2011). La surexpression dandHIe¥ECs du
microARN le plus sensible au traitement, miR-200duit I'arrét de la croissance, I'apoptose
et la senescence de ces cellules. A l'inverseddiation de ces différents phénomenes, suite
au traitement par le peroxyde d’hydrogéne, esigirinent inhibée par 'inhibition de miR-
200c. La protéine anti-apoptotique ZEBZirnc finger E-box binding homeobor été
identifiée comme la cible directe de ce microARM: plus, l'inactivation de ZEB1 a l'aide
de shARN récapitule les réponses observées lola sierexpression de miR-200c. Enfin, la

surexpression d’'une forme tronquée de ZEB1 ne peanteplus la fixation du microARN
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montre que l'action de miR-200c passe par ce gé&mdin, I'étude des microARNs
endothéliaux dans des HUVECs sénescentes a pelidentdier la chute d’expression de
gquelques microARNs appartenant au cluster miR-1{8R-17, miR-19b, miR-20a et miR-
106a) associée a une augmentation du nombre dstitarp21, protéine inhibitrice du cycle
cellulaire (Hackl et al., 2010) ainsi que l'augnaiin d’expression de miR-299
accompagnée de la chute du nombre de transcritsl IG#sulin Growth Factor-) (Jong et
al., 2013). Les résultats suggerent la participatite ces microARNs au cours de la

senescence.

Sénescence

S

miR-146a milR¥200c @

Figure 15 : Fonctions de microARNs endothéliaux au cours de la sénescence des cellules
endothéliales.

miR-217, miR-34a, miR-200c et miR-299 favorise la senescence alors que miR-146a est un inhibiteur de
ce mécanisme.

e. MicroARNSs et angiogenese tumorale

Certains microARNs jouant des réles cruciaux logsl’dngiogenese physiologique
participent dans une moindre mesure a I'angiogeneéserale. Les roles de miR-17-92 dans
I'angiogenese physiologique sont trés largementritdé@lors que ces microARNsS ne
semblent pas impliqués dans I'angiogenése pattoegiAinsi, I'inhibition des microARNs
miR-17 et miR-20 dans des « plugs » de matrigek ¢daesouris favorise la vascularisation

normale alors que la méme inhibition n’affecte amcum cas I'angiogeneése tumorale
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(Doebele et al., 2010). Ces résultats montrentfaisede plus la régulation spécifique des
microARNs selon le contexte cellulaire. Pourtanuspurs microARNs endothéliaux
participent a la régulation de diverses voies dmalisation au cours de l'angiogenése
tumorale (Tableau 1) (Figure 16). Ces différentsroARNs peuvent étre classés dans deux
catégories que sont les microARNs non régulés ewiton hypoxique et les microARNs

régulés dans ces conditions.
- MicroARNSs indépendant de I'hypoxie

Un grand nombre microARNs endothéliaux apparterantette catégorie sont
impliqués dans I'angiogenese tumorale. Parmi euR-b32, miR-296, miR-378 et miR-
146a. Comme décrit précédemment (Il. A. 3. b), m#2-, microARN pro-angiogénique, est
induit par certains facteurs de croissance tellg0EGF (Anand et al., 2010). L'inhibition
de ce microARN dans [I'endothélium tumoral entrainee chute significative de
'angiogenése dans la tumeur (Anand et al., 20D@).plus, les cellules endothéliales de
divers tissus pathologiques humains et murins antlaes tumeurs ont un niveau trés faible
d’expression de p120RasGAP, cible de miR-132, @sac une augmentation du niveau de
ce microARN (Anand and Cheresh, 2011). miR-296 usstautre exemple de microARN
impliqué dans l'angiogenése tumorale. L'inhibitia® ce microARN dans les cellules
endothéliales de gliome inhibe I'angiogenése tuhedravivo, suggérant alors que miR-296
agit comme un microARN pro-angiogéngiue dans I'ehélium pathologique. miR-296
agirait sur 'angiogenése tumorale de facon indé&rem régulant négativement I'expression
de 'HGS Hepatocyte Growth Factor-regulated tyrosine kingebstrat® une protéine
impliquée dans la dégradation de certains réceptaux facteurs de croissance tel que le
PDGFR$ (Platelet-Derived Growth Factor Recept#) et le VEGFR2 (Wurdinger et al.,
2008). Enfin, miR-146a est un microARN possédarg forte expression dans les cellules
endothéliales de carcinome hépatocellulaire. Laxqression de ce microARN induit une
chute de TARNmM de BRCA1Breast Cancer 1L entrainant une augmentation de I'expression
du facteur PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor Alph&ette induction de
PDGFRx dans les cellules endothéliales est associée awec importante invasion

microvasculaire des tumeurs hépatiques (Zhu e2@L3a).
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- MicroARNs dépendant de I'hypoxie

L’hypoxie est souvent retrouvée dans certainesigsade la tumeur cancéreuse et
favorise I'angiogenése tumorale. Les microARNSs itgdpar ce phénomene ont été identifiés
dans les cellules cancéreuses et les cellules letlddés. Dans le cadre de notre étude, nous
nous intéresserons uniquement aux microARNs enlimtixéimpliqués dans I'angiogenése
tumorale. L’hypoxie régule différents microARNs etitiliaux jouant un réle majeur sur la
régulation de I'angiogenese tel que miR-424, miRE20u miR-503. MiR-424, par son réle
sur ses cibles tels que le VEGF, le VEGFR2, le FEFEZUL2, participe a I'angiogenese
tumorale suite & son augmentation en condition kigpe (Chamorro-Jorganes et al., 2011;
Ghosh et al., 2010). D’autre part, le microARN &mspartie de la famille des miR-200, miR-
200b, est quant a lui inhibé lors d’'une hypoxieuisdnt une augmentation de I'expression de
sa cible Ets-1K26 transformation-specific sequehdavorisant alors l'activité angiogénique
des cellules endothéliales (Chan et al., 2011)inEnine étude récente a démontré gu’un
autre microARN inhibé en condition hypoxique ettéonent exprimé dans les cellules
endothéliales, miR-503, réprime directement dewtefars pro-angiogéniques majeurs que
sont FGF2 ibroblast Growth Factor et le VEGFA {ascular Growth Factor A(Zhou et
al., 2013). Dans ces conditions, I'expression deng@oARN est diminuée permettant alors
les effets pro-angiogéniques des deux facteursesibDe plus, la surexpression de ce
microARN dans des HUVECs ou dans des tumeurs lygesin vivo inhibe I'angiogenese
(Zhou et al., 2013).
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Angiogenése Tumorale

Facteur de
croissance
pro-angiogénique
(VEGF, FGF...))

miR®L46a

Figure 16 : Fonctions des microARNs endothéliaux au cours de I’angiogenése tumorale.

Les microARNs participant a [’angiogenése tumorale peuvent étre classés en deux catégories que sont :
1) les microARNs non régulés dans des conditions hypoxiques. (Violet)

2) les microARNs régulés dans ces mémes conditions.(Rouge)
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Chapitre 3 : Le cas particulier du duplex miR-
126-3p/miR-126-5p

A. Généralités sur le duplex
1. Edfl7, gene héte de miR-126-3p (miR-126) /miR-126%miR-126%)

Le gene de la VE-statine/éscular Endothelial Statjna été identifié au sein du
laboratoire en 2003 (Soncin et al., 2003). Deuxesuéquipes ont ensuite décrit ce gene sous
le nom degfl7 (Epidermal Growth Factor Like-domain) TFitch et al., 2004; Parker et al.,
2004). Le geneqgfl7, retrouvé respectivement sur les chromosomes Tké2 ’humain et la
souris, code pour une protéine d’environ 30 kDa tenservée dans de nombreuses espéeces
(Soncin et al., 2003). Les transcrits du geéagdl7 sont majoritairement retrouvés dans
'endothélium avec une trés forte expression dassdellules endothéliales au cours de
'embryogenése et en situation de remodelage vaiseulphysiologique (gestation) et
pathologique (Iésion artérielle, athéroscléroseaeicer) (Campagnolo et al., 2005; Parker et
al., 2004; Soncin et al., 2003). Chez l'adultexpieession de la protéine est réprimée mais
reste détectable dans divers vaisseaux sanguinsn(pts, reins, cceur). EGFL7 a été décrit
comme une protéine sécrétée et inhibitrice de gration induite par le PDGF-BBP(atelet-
Derived Growth Factor Bdes cellules musculaires lisses, (Soncin et28l03). In vivo,
l'inhibition de I'expression dgfl7 par injection de morpholinos chez le poisson ze&bre
montré un réle majeur de cette protéine au couta tigbulogenése vasculaire (Parker et al.,
2004). D’autre part, I'analyse des souris défi@snpouregfl7 a montré un retard du
développement vasculaire embryonnaire accompagn&dathes et d'une [étalité
embryonnaire partielle (Schmidt et al., 2007). Cejamt, ce phénotype a ensuite été attribué
a l'inactivation simultanée dyfl7 et de miR-126-3p/miR-126-5p, microARNs présentssda
la séquence introniqueealjfl7 (Kuhnert et al., 2008).

Le microARN miR-126-3p ainsi que son complémentan&®-126-5p sont hébergés dans
lintron 7 du géneegfl7 (Figure 17). En 2002, miR-123 (miR-126-5p) et MBI miR-126-

3p) ont été identifiés au cours d’'un screeningutssecifique de microARN chez la souris
(Lagos-Quintana et al., 2002). Un an plus tar@ été démontré que miR-123 et miR-126
étaient originaires du méme précurseur (Landgraf.e2007) ce qui a conduit a renommer

miR-123 en miR-126-5p. Ces deux microARNs sont t@sservés entre les especes ce qui
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suggere qu’ils pourraient jouer des réles biologgju essentiels

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.3html

Pre-miR-126

uGUg

in-izer 5 -CATAImETIIEGRORCE X
miR-126 3'- GCGUAAUAAUGAGUGCCAUGCU U"F
AC

Figure 17 : Structure d’egfl7 et de ses deux microARNs : miR-126-3p et miR-126-5p.
Les deux microARNSs sont localisés au niveau de l'intron 7 du gene egfl7. Ces deux
microARNS sont trés conservés entre les especes. (Wang et al., 2008b)

2. Expression du duplex miR-126-3p/miR-126-5p

Les expressions d’'EGFL7 et du duplex miR-126-3pAh#8-5p sont majoritairement
co-localisées au niveau de I'endothélium embryaengathologique et, dans une moindre
mesure, chez l'adulte. En effet, en amont du lo@sponsable de la synthése des deux
microARNSs sont localisées deux séquences de liaiadlADN de type Ets tres conservées
au cours de l'évolution. L'analyse des différenttess Ets a permis de montrer que les
fixations des facteurs de transcription Ets-1 ostZEsur ces séquences étaient nécessaires et
suffisantes a la transcription spécifique de cexy@RNs dans I'endothélium (Harris et al.,
2010; Wang et al., 2008b). D’autre part, les aredyd'expressions de ces microARNs et de
leur gene héte suggérent leurs co-transcriptioieues co-localisations dans un méme tissu
(Fish et al., 2008). Ainsi, les expressions de m#8-3p et miR-126-5p sont principalement
retrouvées au niveau des cellules endothéliale#ro etin vivo (Fish et al., 2008; Harris et
al., 2008; Wang et al., 2008b). Cependant, I'exgpioesde miR-126-3p peut aussi étre régulée
de facon indépendante a celle d’EGFL7 (Li et @109 suggérant I'existence de promoteurs
distincts modulant I'expression du duplex miR-128miR-126-5p et celle d’EGFL7
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(Monteys et al., 2010). L’expression de miR-126-@msidéré comme le microARN mature
et actif du duplex, a été largement décrite (Tablga Ce microARN est retrouvé dans les
cellules endothéliales (Fish et al., 2008; Wanglet2008b) et non-endothéliales telles que
les cellules cancéreuses (Crawford et al., 2008g et al., 2010; Hamada et al., 2012; Li et
al., 2013b; Liu et al.,, 2009; Xu et al.,, 2013; Zaual., 2011b), les cellules épithéliales
pulmonaires (Collison et al., 2011a; Mattes et2009; Oglesby et al., 2010) et les cellules
circulantes (cellules hématopoiétiques, lymphocytesCD4, plaquettes, mastocytes...)
(Edelstein et al., 2013; Grabher et al., 2011; Huainal., 2011; Ishizaki et al., 2011; Shen et
al., 2008; Zhao et al., 2011). D'autre part, miFs-Bp peut aussi étre détecté en dehors des
cellules soit dans des microvésicules telles gaedeps apoptotiques (Zernecke et al., 2009)
ou les exosomes (Taylor and Gercel-Taylor, 2008), sonplement circulant associé a
argonaute2 (Arroyo et al., 2011), ou a des liptnes de haute densité (HDL) ou de faible
densité (LDL) (Wagner et al., 2013). En ce qui @mne miR-126-5p, son expression a éte
décrite dans des lignées cancéreuses de la pr@dtatahiki et al., 2011), du sein (Zhang et
al., 2008), de la peau (Felli et al., 2013), durpon (Kalscheuer et al., 2008) ou encore dans
certaines cellules leucémiques (Li et al., 2008).dlus, miR-126-5p a également été détecté

dans les exosomes circulants (Montecalvo et al.2R0
B. Fonctions de miR-126-3p/miR-126-5p

Les fonctions établies pour le duplex miR-126-3rPR6-5p concernent

essentiellement miR-126-3p.
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MicroARN Expression Cible(s) Fonctions Citations
Angiogenese et intégrité vasculaire via la régatatie la cascade du VEQ (Fish et al., 2008; Wang et al., 2008c; Zpu
miR-126-3p Endothélium Spred-1, PIK3R2, PAK] et de l'angiopoiétine I. etal.,, 2011)
Glande mammaire PGR,B-caséine Développement de la glande mammaire, lactation. (Cui et al.,, 2011)
Endothélium CXCL-12 Mobilisation des cellules progénitrices endothébabca-1+. (van Solingen et al., 2011)
Cellules souches
hématopoiétiques et cellules| HOXA9, c-Myb, PTPN9, (Grabher et al., 2011; Huang et al., 201{1;
progénitrices endothéliales Spred-1 Hématopoiése et érythropoiese Meng et al., 2012; Shen et al., 2008)
Cellules T régulateurs PIK3R2 Régulation de l'activité des cellules T régulateTipgi+ Foxp3+. (Qin et al., 2013)

Cellules T CD4+ Dnmtl Méthylation de I'ADN induisant une hyperactivitésdgmphocytes T,B. (Zhao et al., 2011)
Mastocytes Spred-1 Différentiation des mastocytes et production dekiytes. (Ishizaki et al., 2011)
Endothélium RGS16 Athérosclérose. (Zernecke et al., 2009)

Recrutement des éosinophiles et réponse immundeitgpe Th2. (Collison et al., 2011a; Ogleshy et al.,
Cellules épithéliales de poumo TOM1 Mucoviscidose. Asthme. 2010)
Endothélium, cellules (Asgeirsdottir et al., 2012; Harris et al.
mésenchymateuses et Inflammation (adhérence des leucocytes), hétéragedés cellules 2008; Kim et al., 2012; Sturgeon et al.
musculaires VCAM-1 endothéliales, hématopoiése, polymyosite. 2012)
colon IkBa Rectocolite hémorragique. (Feng et al., 2012)
Coxsackievirus Spred-1, WRCH1, LRP¢ Réplication du virus. (Ye etal., 2013)
VEGFA, SLC7A5, (Liu et al., 2009; Miko et al., 2011; Sun et
Cancer du poumon EGFL7 Invasion et angiogenese tumorale. Proliférationogdisiles tumorales. al., 2010)
IRS-1, VEGF-A,
PIK3R2, CXCL12,
IGFBP2, PITPNCL, Développement tumorale. Recrutement des celluleshes (Luetal., 2013; Png et al., 2012; Zhang et
Cancer du sein MERTK ; CD97 meésenchymateuses et des monocytes inflammatoiktashses. al., 2008, 2013a; Zhu et al., 2011b)
Cascade RhoA/Rock, | Développement de la tumeur. Invasion tumorale @tfpration/migration (Lietal., 20133, 2013b; Zhang et al.,
Cancer du colon CXCR4, VEGF des cellules cancéreuses. Angiogenese tumorale. 2013b)
Cancer de l'estomac Sox2, Crk Invasion tumorale et prolifération des cellulescgaruses. (Feng et al., 2010; Otsubo et al., 2011)
Cancer des voies orales VEGF-A Métastases, angiogenese tumorale, développemdémtumeur. (Sasahira et al., 2012)
Cancer du pancréas Adam9 Invasion tumorale. (Hamada et al., 2012)
Mélanome Adam9, MMP7 Invasion tumorale. (Felli et al., 2013)
Leucémie aigue myéloblastiqu Participe au développement des LAM en inhibantdfepse et en
(LAM) PLK2 augmentant la viabilité des cellules cancéreuses. (Li et al., 2008)
Ostéosarcome Sirtl Prolifération des cellules tumorales. (Xu et al., 2013)
miR-126-5p Cancer de la prostate Prostéine Invasion tumorale. (Musiyenko et al., 2008)
Mélanome Adam9, MMP7 Invasion tumorale. (Felli et al., 2013)
Recrutement des cellules souches mésenchymatedudes monocytes
Cancer du sein CXCL12 inflammatoires. Métastases. (Zhang et al., 2013a)

Tableau 3 : Expressions et fonctions physiologiques pathologiques du duplex miR-126-3p/miR-126-5psaociées a leurs cibles directes.
Participation du duplex dans le développement no(iviau), au cours de 'lhématopoiese (rouge), ddlimmation (vert) et du cancer (violet).
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1. Fonctions physiologiques

a. Inactivations de miR-126-3p et miR-126-5pn vivo

La double inactivation de miR-126-3p/miR-126-5p pacombinaisons homologues
chez la souris ou par injection de morpholinos deegoisson zébre a entrainé des défauts
vasculaires embryonnaires majeurs (Figure 18). IDg, finhibition de miR-126-3pn vitro
induit des défauts d’'organisation du cytosqueldties les cellules endothéliales, modifie leur
capacité a former des pseudos-capillaires et mddulerésistance a I'apoptose en présence
de VEGF (Fish et al., 2008; Kuhnert et al., 200&n\y et al., 2008b).

Figure 18 : Anomalies vasculaires suite a I'inactivation de miR-126-3p/iRi126-5pin vivo.

. +/+ /- R . o
Embryons de 15,5 joursiR-126 (WT) et miR-126 (KO). Les cedemes et hémorragies induits
chez les animaux n’exprimant plus miR-126-3p et miR-126-5p sont indiqués par des fleches
blanches. (Wang et al., 2008)

Les défauts observés vitro etin vivo suite a I'inhibition de miR-126-3p/miR-126-5p
suggerent que ces microARNs possédent des rolemteds dans la régulation dans la
réponse des cellules endothéliales aux différamtsib angiogéniques (Tableau 3 (bleu)). En
effet, la modulation d’expression de miR-126-3pr&ne une activation directe de la voie de
signalisation du FGF ou du VEGF en ciblant les R$Tde deux inhibiteurs de cette cascade,
SPRED-1 $prouty-Related EVH1 Domain Containiny €t PIK3R2 Phospholnositide-3-
Kinase Regulatory subunif) ZFigure 19) (Fish et al., 2008; Wang et al., 2000& es deux
cibles sont directement associées aux phénotyses\as suite a l'inhibition de miR-126-3p.
En effet, I'inhibition de SPRED1 réduit les effale l'inactivation de miR-126-3p sur la
migration des cellules endothéliales ou sur leyacdaé a former des capillaires dans un
modele d’anneau aortique (Fish et al., 2008; Wdrad.£2008c). De méme l'inhibition de la
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sous unité de PIK3R2, ou gB5simultanément a la sous-expression de miR-12&{3@rmis

de rétablir une phosphorylation normale de la pnet&KT (Protein Kinase Bindiquant un
contrble de cette voie de signalisation par miR-3@6via PIK3R2 (Figure 19) (Fish et al.,
2008). D'autre part, I'analyse de l'inactivationésffique de miR-126-3p chez le poisson
zébre a permis lidentification d’'un autre géneulégpar ce microARN et participant a
I'intégrité vasculaire nommpakl( p21-Activated Kinase 1) (Zou et al., 2011). Efegfce
géene est impliqué dans la motilité et la perméabdndothéliale ainsi que dans I'angiogenese
(Kiosses et al., 1999, 2002; Stockton et al., 2004 )surexpression de PAK1 chez le poisson
zébre induit d'importantes hémorragies similairexalles observées suite a la double
inactivation du duplex. Les données suggerent ajoes le faible taux de PAK1 dans les
cellules endothéliales, assuré par la fixation de-&26-3p sur le 3’'UTR de son ARNm, est
indispensable a l'intégrité vasculaire (Zou et20]11).

Figure 19 : Fonctions de miR-126-3p au cours de la double inactivation miR-126-3p/-5p.
miR-126-3p réprime SPRED-1, PI3KR?2 et PAK1, protéines participant a [’angiogenése et
’intégrité vasculaire in vitro et in vivo.
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b. MiR-126-3p/miR-126-5p dans les cellules souches

hématopoiétiques et cellules progénitrices endotligles

Les fonctions de miR-126-3p/miR-126-5p s’étendemidala de celles retrouvées
dans I'endothélium. Comme décrit précédemment éudiffts types cellulaires provenant
majoritairement de la moelle osseuse présentersi ang expression de miR-126-3p/miR-
126-5p (Grabher et al., 2011; Huang et al., 20%hizhki et al., 2011; Shen et al., 2008).
L’expression de miR-126-3p/miR-126-5p a été détecwans les cellules souches
hématopoiétigues CD34+ humaines et dans les celjpnegénitrices endothéliales apres
induction de I'érythropoiésén vitro (Huang et al., 2011; Yang et al., 2009) ou apres
stimulation de la production de cellules de la Heetseuse a I'aide du G-CSBranulocyte
Colony-Stimulating Factgr(Donahue et al., 2009). A l'inverse, I'expressibg miR-126-3p
est faible au cours du processus de formation kdegiettes, la mégacaryocytopoiése (Garzon
et al.,, 2006). La présence de miR-126-3p/miR-126-%ns les cellules souches
hématopoiétiques ainsi que dans les cellules piigés endothéliales suggere une fonction
pour ces microARNs dans ces différents types eetksd (Tableau 3 (rouge)) (Figure 20).
Shen et ses collaborateurs ont émis I'’hypothesamjRel26-3p pouvait avoir un impact sur
’hématopoiese en régulant la stabilité de 'ARNne dénes contenant des boites
homeéotiques, séquences nucléotidiques codant uaiderde fixation a I’ADN (Shen et al.,
2008). Cependant, seuls deux genes contenant dtes boméotiques, appelés HOXA3 et
HOXA9, contiennent des sites de fixation pour miEs-Bp préditsin silico (PicTar,
miRanda). Des expérienciesvitro ont montré que I'inhibition de ce microARN induisane
augmentation de la protéine HOXA9 dans des celllf&s (cellules de carcinome
embryonnaire). A l'inverse, la surexpression de +©#®-3p dans des cellules immortalisées
de la moelle osseuse diminue fortement I'expresd®ta protéine. De plus, dans les lignées
cellulaires leucémiques, I'expression de miR-126€3p inversement corrélée a celle de
HOXA9 (Shen et al., 2008). Ces différents résulsaiggerent un role pour miR-126-3p dans
le contrdle de 'hématopoiese via une régulatior’@gpression de HOXA9. D’autre part,
miR-126-3p ainsi que son complémentaire miR-126sbpt enrichis dans des cellules
souches hématopoiétiques humaines (lignée H1) @leaml., 2011). La surexpression de
miR-126-3p/miR-126-5p dans ces cellules a permimdtre en évidence la participation du
duplex a I'érythropoiése. En effet, I'analyse de diéférentiation des cellules souches
hématopoiétiques suite a la surexpression du duplevelé une réduction du nombre de

colonies de globules rouges suggérant alors unbitioim de ce mécanisme par le duplex.
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L’induction de miR-126-3p/miR-126-5p dans les delfusouches en cours de différentiation
entraine une chute d’expression d’environ 60% d®NJ Protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type )9 protéine essentielle a I'érythropoiese. La spression de PTPN9
simultanément a celle du duplex permet une modesséauration de I'érythropoiese
suggérant que PTPN9 seul n’est pas suffisant pduiber I'action du duplex (Huang et al.,
2011). Ce dernier résultat montre que d’autressilirectes de miR-126-3p ou miR-126-5p
exprimées par les hCSH (Cellules Souches Hématiguodé humaines) participent a la
formation des globules rouges a partir de cesleslliDe fagon intéressante, I'inactivation de
mMiR-126-3p chez le poisson zébre a permis de mettrévidence une autre cible présente
dans les cellules souches hématopoiétiques fanbtiéaythropoiese, c-Myb (Grabher et al.,
2011). La surexpression de ce géene induite pahnibition de miR-126-3pn vivo entraine
une importante augmentation de I'érythropoiese dansnodéle (Grabher et al.,, 2011).
Cependant, le réle du microARN miR-126-3p au calesl’érythropoiése ne s’arréte pas
uniquement aux cellules souches hématopoiétiqueffieéty une étude a proposé un modele
complexe selon lequel des cellules mésenchymatesig@smant miR-126-3p pouvaient
réguler la transition entre I'érythropoiese pringti(processus temporaire et restreint au sac
vitellin au cours du développement embryonnairecqee) et I'érythropoiese tardive
(Sturgeon et al.,, 2012). Ainsi, miR-126-3p, en bant VCAM-1 dans les cellules
mésenchymateuses non hématopoiétiques réprimgdithan des kinases src dans les mCSH
(Cellules Souches Hématopoiétiques murines) et deanc maturation en érythrocytes
(Figure 20) (Sturgeon et al., 2012). Par ailleueshman et collaborateurs ont démontré que
mMiR-126-3p participait a I'équilibre quiescencelgération des cellules souches
hématopoiétiqgues (Lechman et al., 2012). En effiehibition de ce microARN induit
'expansion de ces cellules alors que son expnessanstitutive maintient celles-ci en
guiescence et initie la prolifération des cellulpgénitrices endothéliales. De plus,
'augmentation de I'expansion des CSH a l'aide d&kntes cytokines (Stem Cell Factor,
IL-6...) a permis d’observer une atténuation de Reatton de la voie PI3K/AKT en présence
de miR-126-3p. A l'inverse, la surexpression de +hi®-3p dans les CSH est associée a une
chute de l'activité PISK/AKT et a un maintien desceellules en phase GO. L’activation de
cette cascade de signalisation permet aux CSH rie de la phase GO et de démarrer un
nouveau cycle cellulaire. Ce mécanisme sembleiétlispensable au réle central de miR-
126-3p et passerait probablement par les ciblestdis du microARN : PIK3R2 et la protéine
adaptatrice, CRKII (Lechman et al., 2012). Enfréstrécemment, le niveau d’expression de

ce microARN dans les cellules progénitrices end@les chez les patients souffrant
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d’insuffisance cardiaque ou de pré-éclampsie aléégée miR-126-3p pouvait étre un bio-
marqueur ou une cible thérapeutique (Qiang ef@l3; Yan et al., 2013).

Cellule
mésenchymateuse

A VCAM-1

a4pl ?

PBKAK  Lowne  PTPNO oo
PIK3R2? C-Myb (Famille des
Criir 2 Kinase src)

Cellule souche
hématopoiétique

\Z
Hématopoiese (érythropoiese...)

Figure 20 : Fonctions de miR-126-3p sur la physiologie des cellules souches hématopoiétiques.
Régulation des protéines participant a [’hématopoiése par miR-126-3p.

2. Fonctions pathologiques
a. Roles de miR-126-3p au cours de l'inflammation

miR-126-3p intervient dans un certain nombres déhgdagies inflammatoires
(Tableau 3 (vert)) telles que l'asthme chroniquelif€on et al.,, 2011b), les allergies
asthmatiformes (Mattes et al., 2009), I'athérosdér(Zernecke et al., 2009), la rectocolite
hémorragique (Feng et al., 2012), la mucoviscid@gesby et al., 2010) et la polymyosite
(Kim et al., 2012) au niveau des tissus épithélianxsculaires ou endothéliaux et participe
au mécanisme de réponse inflammatoire endothlidderis et al., 2008). Cette derniere
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étude a démontré que miR-126-3p régulait directém&DAM-1, protéine majeure de
I'interaction entre les cellules endothélialesestleucocytes (Figure 21). En effet, I'inhibition
de ce microARN dans les cellules endothéliales aungenl’expression de VCAM-1 aprés
stimulation par le TN&, cytokine pro-inflammatoire initiant le processli;iflammation et
I'expression de plusieurs molécules d’adhérencéesteue VCAM-1 et ICAM-1. La
modulation d’expression de VCAM-1 permet alors wégulation positive de I'action du
TNFa sur le recrutement des leucocytes a la surface @ipis de cellules endothéliales. A
l'inverse, la surexpression de miR-126-3p au calltme stimulation au TNé dans ces
cellules induit une chute du recrutement leucoogtéiée a la diminution d’expression de
VCAM-1 (Harris et al., 2008).

miR—126-3B

Inflammation

TNFO ———> VCAM-1 —> b dlinle

Figure 21 : Fonction de miR-126-3p au cours de I’inflammation endothéliale.
miR-126-3p inhibe l’expression de VCAM-1 induit par le TNFa dans [’endothélium.

- Athérosclérose

mMiR-126-3p possede un rble athéroprotecteur enndiamt I'expression de plusieurs
protéines favorisant la mise en place de I'athééogse (Figure 22). En effet, en considérant
les roles pro-athérogénique du VEGF (Celletti et2001), I'inhibition de cette cascade de
signalisation par la surexpression de miR-126-3pnp#rait de réduire linitiation de la
pathologie. A cet égard, miR-126-3p régule I'augtatton de I'expression de CXCL1Z{
X-C motif chemokine J)2par les corps apoptotiques dérivés des celluretotbéliales
(Zernecke et al., 2009). En effet, la fixation deRm26-3p sur le 3IUTR de RGS16
(Regulator of G-protein Signaling },@nhibiteur de la cascade de signalisation despt&urs
couplés aux protéines G, permet une augmentatiofadiévation du récepteur CXCR4
(Chemokine (C-X-C motif) receptor) 4nitiant une boucle de rétrocontréle positive

permettant I'induction de I'expression de son ligag@XCL12 (Zernecke et al., 2009). En
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conséquence, le rdle athéroprotecteur des corpptatjmues dérivés des cellules
endothéliales est modulé par 'augmentation du @eiXCXCL12 induisant le recrutement de
cellules progénitrices et la protection de I'endditm. De facon intéressante, miR-126-3p
peut aussi cibler directement CXCL12 au niveauate 3UTR (van Solingen et al., 2011;
Zhang et al., 2013a), cependant, au cours de t@thkrose, cette régulation ne semble pas
biologiquement significative (Zernecke et al., 2D0Yautre part, le role de miR-126-3p sur
la régulation de la molécule d’adhérence VCAM-1 rfidaet al., 2008) pourrait aussi
contribuer a ce role athéroprotecteur en inhibanmetrutement des monocytes responsables
des étapes préliminaires de I'athérogenéese. Raua) I'étude de I'expression de miR-126-
3p et miR-126-5p au cours de l'athérosclérose chldamme apporte des données
controversées par rapport au modéle murin. En,dféetpression de miR-126-3p n’est pas
significativement modifiée dans les plaques atha#éostiques humaines suggérant alors que
miR-126-3p ne jouerait pas un rbéle majeur au calescette pathologie. En revanche,
I'expression de son complémentaire, miR-126-5p,lderétre diminuée au cours des lésions
de I'artére carotide (Raitoharju et al., 2011) gmadnt I'éventuelle participation de miR-126-
5p au cours d’un processus pathologique indépendatade miR-126-3p.

VEGF
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Figure 22 : Fonctions de miR-126-3p au cours de ’athérosclérose.
MiR-126-3p réprime [’expression de plusieurs protéines participant a la mise en place de
["athérosclérose.
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- Asthme

miR-126-3p semble étre impliqué dans la réponseunitaire induite par I'asthme.
En effet, I'expression de miR-126-3p au niveau’dgithélium des voies aériennes augmente
lorsque des souris sont traitées par I'allergenkagarien domestique (HDM) (Mattes et al.,
2009). De plus, des injections intranasales d’uhibiteur de miR-126-3p couplé au
cholestérol diminue la réponse immunitaire de typb2, I'hyper-sensibilité aux
bronchospasmes, [I'’hypersécrétion de mucus, linfl@tion et le recrutement des
éosinophiles (hyperéosinophilie) dans les poumanseas animaux. Ces résultats indiquent
limplication majeure de ce microARN aux cours dertaines allergies asthmatiformes
(Mattes et al.,, 2009). D’autre part, l'inhibitionedmiR-126-3p réduit également
I'hyperéosinophilie sanguine dans un modele de isosouffrant d’asthme chronique.
Cependant, miR-126-3p ne semble pas avoir d'impaajeur sur l'inflammation et le
remodelage des voies respiratoires également exluithez ces animaux suggérant la

participation d’autres régulateurs au cours deeqathologie (Collison et al., 2011b).
- Autres pathologies inflammatoires.

Plusieurs études ponctuelles ont également mividerice des rbles pour miR-126-
3p dans quelques pathologies inflammatoires (TabR{zert)) (Figure 23). Par exemple,
Feng et collaborateurs ont recemment montré queIBR3p et miR-21 étaient fortement
exprimés dans les biopsies du colon de patientamssouffrant d’'une grave inflammation
colique, la rectocolite hémorragique (Feng et 2012). Dans cette étude, I'expression de
miR-126-3p dans ces tissus est inversement corréléselle de KBa, inhibiteur de
I'activation de l'inflammation du colon via la volF«B. Ainsi, miR-126-3p favoriserait la
rectocolite hémorragique en ciblant un inhibitee ld voie NFkB, IkBa. Par ailleurs,
'expression de miR-126-3p est faible dans lesutedl épithéliales des bronches de patients
atteints de mucoviscidose par rapport aux patsantss (Oglesby et al., 2010). La diminution
d’expression du microARN est inversement corréléecelle d'une cible directe du
microARN, TOM1 {Target Of Myb L TOM-1 est une protéine anti-inflammatoire connue
dans la littérature pour son réle dans l'inhibita plusieurs voies de signalisation telles que
celles du TNFa et de I'lL-18 (Yamakami and Yokosawa, 2004). A l'inverse de kgorité
des différentes pathologies citées précédemmaeninjbition de miR-126-3p au cours de la
mucoviscidose entraine une augmentation d’expresgione protéine (TOM-1) ayant un

impact majeur sur la protection de [I'épithélium rxbique en inhibant des voies de
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signalisation inflammatoires (Oglesby et al., 20IWautre part, miR-126-3p peut également
jouer un réle dans la polymyosite (Kim et al., 2DX2ette pathologie incurable se caractérise
par une inflammation et une dégénérescence dessfdmnstituant les muscles squelettiques.
Lors de linitiation de celle-ci, Kim et ses colaateurs ont observé dans des biopsies
musculaires, une forte chute d’expression de mi®32 corrélée a une augmentation de
I'expression de VCAM-1. En revanche, les taux d&1H26-3p et VCAM-1 ne varient plus

entre patients malades et sains a des stadesapdifs de la maladie (Kim et al., 2012).
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Figure 23 : Fonction de miR-126-3p au cours de diverses maladies inflammatoires.
miR-126-3p réprime [’expression de plusieurs protéines participant a la mise en place d’un certain
nombre de pathologies inflammatoires.

b. Role de miR-126-3p au cours de la réplication viral

L'implication de miR-126-3p lors de la réplicatiorirale du coxsackievirus B3
(CVB3) responsable d’'une atteinte inflammatoirentigpcarde différente d’'une ischémie, ou
myocardite, a été décrite récemment (Figure 24)dtyad., 2013). Le virus CVB3 a besoin de
la machinerie cellulaire de I'héte afin de se rgpéir mais cause d’'importants dommages aux
cellules infectées (Hammer et al., 2010). Dansecéttude, la régulation de deux voies de
signalisation essentielles pour la réplication dwss/par miR-126-3p a été analysée. Tout
d’abord, l'activation par CVB3 des protéines ERKI¢Rtraine la phosphorylation des
facteurs de transcriptions Ets-1 et Ets-2 induidaxpression de miR-126-3p. Comme
attendu, I'inhibition du microARN ou sa surexpressimodulent I'expression de Spred-1

permettant alors I'activation ou I'inhibition d’ERIK2. Cette boucle de rétrocontréle positive
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« ERK1/2 activation® augmentation de miR-126-3® ERK1/2 activation » permet alors la
réplication du virus CVB3. En paralléle, I'expresside miR-126-3p stimule I'activité de la
GSK-3 (Glycogen Synthase Kinasg, 3ductrice de la dégradation du coactivateudade
voie Wnt, lap-caténine, en réprimant deux cibles directes, LRRRSv Density Lipoprotein
Receptor-related protein)@t WRCH1 YWnt Responsive Cdc42 Homolog linhibition des
deux nouvelles cibles de miR-126-3p sensibilisesalles cellules a la mort cellulaire induite
par le virus et permet la libération de celui-aghal’infecter de nouvelles cellules voisines.
Ces résultats montrent que la surexpression del®8R3p au cours d’'une infection générée
par CVB3 induit une inhibition de Spred-1, LRPBMRCH1 favorisant alors la réplication et
I'infection du virus dans I'organisme héte via yoies de signalisation ERK1/2 et Wit/
caténine (Ye et al., 2013).

Myocardite
Infection
=~ Mort
Cellulaire
Reéplication T
virale B-caténine
AN T
ERK1/2 Voie WNT
WRCH1
SPRED-1 LRP6

miR-126-3

b

Figure 24 : Fonction de miR-126-3p au cours de la réplication virale.
miR-126-3p réprime [’expression de plusieurs genes empéchant la mise en place de la réplication
virale du coxsackievirus B3 (CVB3) et favorise |’apparition de la myocardite.
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c. Roles du duplex miR-126-3p/miR-126-5p dans le cance

- miR-126-3p

Au cours des dix dernieres années, de nombreusggsas par microarray ont permis
de révéler des différences d’expression pour lesaARNS entre les tissus tumoraux et les
tissus sains. miR-126-3p fait partie de ces micrhARIont I'expression varie dans les tissus
tumoraux. Ce microARN a été étudié dans un pretei®ps chez des patientes souffrant de
cancer du sein (Tavazoie et al., 2008). En effexpression de ce microARN diminue
fortement dans les tumeurs cancéreuses mammaeeetablissement de miR-126-3p par
infection rétrovirale dans des cellules cancéreusesein injectées chez des souris NUDE
réduit la croissance tumorale et les métastasemngnalires et osseuses (Tavazoie et al.,
2008). Chez 'Homme, les patientes dont les cellgincéreuses mammaires présentent une
faible expression de miR-126-3p ont une espérapceia réduite comparées aux patientes
ayant des tumeurs cancéreuses du sein ou miR-12&Bpencore fortement exprimé
(Tavazoie et al., 2008). La perte de miR-126-3pysiésnatiguement été observée dans un
grand nombre de cancers tels que le cancer du ddlioet al., 2011b), des poumons
(Yanaihara et al., 2006), de la prostate (Sait.e2009), de la vessie (Saito et al., 2009), de
'estomac (Feng et al., 2010), du pancréas (Hanetdal., 2012) ou encore dans les
mélanomes (Felli et al., 2013) et ostéosarcomem(dkaet al., 2012) suggérant alors un role
de suppresseur de tumeur pour ce microARN. Cepéndans les leucémies aigues
myeéloblastiques, le taux de miR-126-3p est élevadetit une inhibition de I'apoptose et une
augmentation de la viabilité des cellules leucémsgn vitro (Li and Chen, 2011; Li et al.,
2008). De nombreuses cibles pour miR-126-3p onidétdtifiées dans ces différents cancers
et soulignent I'impact majeur de ce microARN daesdéveloppement de ces pathologies
(Tableau 3 (violet)). Par exemple, Liu et ses dmtateurs ont montré que miR-126-3p se
fixait sur la région 3'UTR de 'ARNm du VEGF-A dardifférentes lignées de cellules
cancéreuses de poumon (A549, Y-90 ou SPC-A1) (Lal.e2009).In vitro, la restauration
de ce microARN dans ces cellules fait chuter I'esgion du VEGF-A, et inhibe leurs
croissances en stoppant leurs cycles en phasea3gekpression forcée de miR-126-3p dans
les cellules tumorales A549 réduit de 20% la mdasseorale lorsque ces cellules sont
injectées chez des souris NUDE (Liu et al., 200@& méme, le rétablissement de
'expression du microARN dans des lignées cancésegastriques inhibe la prolifération de
ces cellules ainsi que la croissance tumorale friaation des métastasgsvivo. Cet effet

serait régulé en partie par la fixation de miR-Bp6sur la région 3'UTR de 'ARNm de la
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protéine adaptatrice CRK/{crk Avian sarcoma virus CT10 oncogene homxkeng et al.,
2010). Par ailleurs, Png et ses collaborateurs mahtré que miR-126-3p régulait le
recrutement des cellules endothéliales par lealeslmétastatiques de cancer du sewitro

et in vivo modulant alors I'invasion tumorale (Png et al.120 Pour cela, miR-126-3p
réprime le recrutement des cellules endothélialkangiogenése et la colonisation
meétastatique via l'inhibition directe de I'expremside 3 nouveaux genes pro-angiogéniques
et biomarqueurs des métastases humaines, IGFBBQliG-like Growth Factor Binding
Protein 2, PITPNC1 Phosphatidylinositol Transfer Protein, Cytoplasri)cet MERTK (c-
Mer Tyrosine Kinase Les inhibitions de ces 3 génes par shARNs ckezsburis ayant
recues une injection de cellules de carcinome maranfeellules LM2) ont montré une
diminution du nombre de métastases dans les pougwnparées aux souris contrdles. De
plus, les inhibitions spécifigues par siARN de MERTGFBP2 ou PITPNC1 dans des
souris développant le méme type de carcinome eprifeant plus miR-126-3p ont montré
une diminution du nombre de métastases pulmoniaingso comparees aux souris controles.
En effet, I'inhibition de miR-126-3p entraine levage des récepteurs MERTK exprimés a la
surface des cellules métastatiques favorisant deutement des cellules endothéliales en
inhibant la fixation de son ligand GAS&rowth Arrest-specific 6 sur les récepteurs
MERTK, inhibiteur du chimiotactisme des celluleslethéliales. D’autre part, I'inhibition de
ce microARN implique la protéine sécrétée par ledlules métastatiques, IGFBP2,
permettant le recrutement endothélial grace a lautation de l'activation du récepteur
IGF1R (nsulin Growth Factor 1 Receptppar son ligand IGF1irfsulin Growth Factor L

La voie de signalisation induite par linteractide I'lGF-1 sur son récepteur favorise le
chimiotactisme et la migration des cellules endidles vers les cellules métastatiques. Par
ailleurs, la sécretion d'lGFBP2 est aussi réguléelg protéine de transfert PITPNC1, cible
de miR-126-3p. La surexpression de ces différecitdes suite a 'inactivation de miR-126-
3p in vivo augmente le nombre de métastases aux poumons @rséan : le recrutement
endothélial, les interactions entre ces cellulaggiogenése, l'initiation et la colonisation des
métastases. Ces différents roles permettent alrsodclure que ce microARN régule le
recrutement des cellules endothéliales et la faonahétastatique grace a la fixation sur les
différents 3'UTRs des ARNm cibles de PITPNC1, IGRBR MERTK (Png et al., 2012).

- miR-126-5p

De facon identique, la perte de miR-126-5p a a@Esobservée dans différents types

de cancer comme cités précedemment (partie lI)AR2lli et al., 2013; Kalscheuer et al.,
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2008; Watahiki et al., 2011; Zhang et al., 2008 @\comme pour son complémentaire, une
unique augmentation au cours des leucémies aigyémitastiques (Li and Chen, 2011; Li
et al., 2008). A l'inverse de miR-126-3p, les foaos spécifiques de miR-126-5p au cours de
la tumorigenése sont trés peu détaillées (Tablé¢ainl&t)). MiR-126-5p pourrait jouer un
réle dans des cellules cancéreuses de la prostai€aP) (Musiyenko et al.,, 2008).
Musiyenko et ses collaborateurs ont montré querdat@ine, protéine surexprimée dans les
LNCaP et participant a la migration et a 'invasia ces cellules, était une cible pour miR-
126-5p. La surexpression de miR-126-5p entrainechnée d’expression de la prostéine dans
les cellules LnCaP. Cette regulation permet alarkibition de la migration et de l'invasion
des LNCaP suggérant un réle de suppresseur de tymneau miR-126-5p dans ces cellules
(Musiyenko et al., 2008). Par ailleurs, I'analyse doumons de rats traités avec un
carcinogene présent dans le tabac (NNK : 4-(meitingsamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone) a
permis de mettre en évidence une chute d’expres&griusieurs microARNs incluant miR-
126-5p. De plus, cette chute d’expression de miRH2 est associée a une augmentation de
CYP2A3 Cytochrome P450 2A3 protéine cible pour ce microARN présente danshaine
respiratoire de la mitochondrie et participant &adgalyse de I'hydroxylation du NNK et de
ses meétabolites. L’inhibition de miR-126-5p permatt une augmentation de I'enzyme
CYP2A3 initiant I'effet carcinogéne du NNK chez Ieds (Kalscheuer et al., 2008).

- Roles synergiques du duplex

Tres récemment, deux études indépendantes ont d&€ndas fonctions synergiques
pour miR-126-3p et miR-126-5p sur des cibles dagdtlentiques associées a la formation
des métastases dans le cancer du sein (Zhang2@¥2a) et dans les mélanomes (Felli et al.,
2013) (Tableau 3(violet)). Il a été observé quallplex miR-126-3p/miR-126-5p réprime
indépendamment le recrutement des cellules soutiésenchymateuses et des monocytes
inflammatoires dans le stroma de tumeurs cancé&ensammaires ce qui inhibe le
développement des métastases pulmonaires. L'affetuglex 3p/5p sur le recrutement des
cellules souches mésenchymateuses au sein de dairtgpmmaire est di a un contrdle direct
de I'expression de la cytokine SDB-1Zhang et al., 2013a) également connue sous le nom
de CXCL12 ou MCP-1Monocyte Chemotactic protein-1miR-126-3p et miR-126-5p se
fixent indépendamment sur le transcrit de SiFel contrdlent alors son expression de fagon

synergique. Le contréle du recrutement des monsciytBammatoires par le duplex de
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microARNSs est un processus indirect dd a une régulaégative de CCL2 (Chemokine C-C
motif Ligand 2) induite par l'inhibition de SDFal(Zhang et al., 2013a). Le role du duplex
dans le mélanome est assez similaire a celui peéwéent décrit dans le cancer du sein. En
effet, I'expression du duplex 3p/5p est faible deesscellules de mélanome métastatiques et
la réinduction de I'expression de miR-126-3p/miFs-Bp dans ces cellules inhibe leurs
proliférations et leurs migration/invasiom vitro ainsi que leur croissance et leur
disséminationin vivo (Felli et al., 2013). ADAM9 Disintegrin and metalloproteinase
Domain-containing protein 9et MMP-7 Matrix Metalloproteinase-y ont été identifiés
comme deux cibles du duplex miR-126-3p/miR-126+48pliqgués dans ce processus, ayant
un site de fixation actif pour chaque microARN murs 3'UTRs. ADAM9 et MMP-7 étant
egalement mis en jeu dans le clivage protéolytduerécurseur HB-EGRgparin-Binding
EGF-like growth factoy, leurs inhibitions suite a I'induction du duplempéche le clivage de
I'HB-EGF ce qui conduit sans doute a une perte r@'sgjvité de ces cellules (Felli et al.,
2013; Miyamoto et al., 2006).
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Les connaissances actuelles sur le duplex miR-12pA3iR-126-5p concernent
donc essentiellement miR-126-3p. Quelques fonctioms conditions pathologiques ont
été décrites pour miR-126-5p mais aucune donnée steactuellement disponible sur les

fonctions physiologiques de ce microARN.

Mon travail de thése a donc consisté en I'étude dexpression et des fonctions
physiologiques de miR-126-5p dans I'endothélium. D& une premiére partie, je
décrirai les résultatsin vitro et in vivo obtenus sur les différents roles de miR-126-5p
dans les cellules endothéliales. Ensuite, je préserai les résultatsin vivo sur les
fonctions de ce microARN au cours de la mise en ga du réseau vasculaire de la rétine.
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Premiere partie des résultats

miR-126-5p participe au recrutement des leucocytesn régulant

I'expression d’ALCAM et SetD5 dans les cellules erwthéliales

Les premiers objectifs de ma thése ont donc éttallié si miR-126-5p pouvait
également étre fonctionnel tout comme miR-126-8m, icroARN complémentaire. Pour
cela, nous nous sommes tout d’abord intéressés &xgaressionn vivo et in vitro. Par
hybridation in situ, nous avons montré que miR-126-5p était détectes dies vaisseaux
sanguins de la téte d’embryon de souris de 10,6 jouniR-126-5p a également été détecté
dans les organes de jeunes souriceaux avec unessikpr préférentielle dans les poumons et
le cceur. Dans ces différents organes, I'expressienmiR-126-5p est majoritairement
endothéliale. Nous avons de plus confiriné vitro cette expression preférentiellement
endothéliale dans des cellules HUVEBufman Umbilical Vein Endothelial C&ll Nous
avons finalement établi que dans ces différentsarmg ou cellules, miR-126-5p est
systématiquement trois fois moins exprimé que n2B-3p. Afin d’étudier les fonctions de
mMiR-126-5p dans les cellules endothéliales, nousngvinhibé ce microARN dans les
HUVEC et analysé les phénotypes induits. Ces d@ifftas expériences ont permis de montrer
gue miR-126-5p ne participe pas au contrdle derddif@ration, de la migration ou de la
capacité de ces cellules a former des capillairestro. En revanche, il s’est avéré que miR-
126-5p joue un rble dans le recrutement des letwes@yla surface des cellules endothéliales.
En effet, l'inhibition de miR-126-5p dans les HUVEQJuit une chute de l'adhérence des
leucocytes et une augmentation de la transmigrat®rces cellules a travers un tapis de
cellules endothéliales.

Afin d’élucider les voies moléculaires régulées paR-126-5p pour contrbler ces processus
cellulaires, nous avons recherché les cibles de X8#R5p responsables des deux phénotypes
observés. Cette analyse a permis d’identifier ALC/Adtivated Leukocytes Cell Adhesion
Moleculd, un géne déja connu pour étre impliqué dansdastnigration des leucocytes a
travers I'endothéliunin vitro etin vivo, comme une cible de miR-126-5p. Aprés avoir validé
le fait qu’ALCAM est bien une cible de miR-126-5mus avons démontré que le blocage de

la protéine ALCAM, lors de l'inhibition de miR-12Bp dans les cellules endothéliales, ne
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permet plus d’observer le phénotype sur la transatign des leucocytes. Par ailleurs, afin
d’identifier la cible de miR-126-5p responsable ldechute d’adhérence observée lors de
I'inhibition de ce microARNIN vitro, une analyse par microarray a été réalisée. Etite a
permis d’identifier SetD5SET domain containing)5dont les fonctions sont inconnues,
comme une cible de miR-126-5ppres avoir validé cette nouvelle cible, nous avons
démontré que le rble joué par miR-126-5p sur I'agdhée des leucocytes était di a un
contrdle de I'expression de SetD5.

Enfin, les expressions de SetD5 et d’ALCAM ont @b@lyséedn vivo suite a I'inhibition de
miR-126-5p. Dans les poumons, organes ou notreo®RN ainsi que la protéine ALCAM
sont fortement exprimés, nous avons confirmé Ibitlton de miR-126-5p et observé une
augmentation d’expression de la protéine ALCAM. faeon inattendue, I'expression de
SetD5 n’est pas modifiée dans les poumons suiténiiblition du microARN. Afin de
déterminer si miR-126-5p régule SetD5vivo, nous avons inhibé miR-126-5p dans la rétine,
organe ou SetD5 est fortement exprimé. L’expressien SetD5 dans cet organe est
augmentée lors de la chute de miR-126-5p alorsglle de la protéine ALCAM est, quant a
elle, inchangée. Ces résultats démontrent que r2@R5p régulen vivo les deux cibles que

nous avons identifiées et que cette régulationmttde tissu analyseé.
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Le recrutement des leucocytes : un processus regydar miR-126-5p

Le recrutement des leucocytes est un mécanismeqgiméphu cours d’infection, de
maladies inflammatoires telles que I'athérosclérmseau cours de certaines maladies auto-
immunes (Luster et al., 2005). Ce mécanisme estito@ de quatre étapes majeures a savoir
le roulement des leucocytes a la surface de I'drddioim, I'activation des leucocytes par des
chimiokines, I'adhérence ferme contrblée par désgitnes et la migration transendothéliale
(Figure 25).

Le recrutement des leucocytes intervient généraleme niveau des cellules veineuses post-
capillaires et débute par un rapprochement de®tgtes, nommé margination, au niveau de
'endothélium (Ley, 1996). La fonction majeure dwlement des leucocytes a la surface de
'endothélium est de freiner ces cellules. Au coudles ce processus, des interactions
transitoires et réversibles, contrélées par dasolies faibles entre les E- (endothéliale), P-
(plaquettaire) et L- (leucocytaire) sélectineseeir$ ligands, s’établissent entre les leucocytes
et 'endothélium (McEver, 2002). PSGL-P-Selectin Glycoprotein Ligand),lexprimé a la
surface des leucocytes, interagit avec les E- s€lectines exprimées sur I'endothélium afin
de permettre aux leucocytes de «rouler » a laaserides cellules endothéliales. La P-
sélectine, stockée dans les corps de Weibel-Patatlesoin de stimuli inflammatoires afin
d’étre délocalisée a la surface des cellules e@tlates. La E-sélectine est nouvellement
synthétisée suite aux mémes stimuli (McEver, 20@&2).plus de leurs participations aux
interactions transitoires et réversibles des leyssca I'endothélium, les associations E-
sélectine/PSGL-1 et P-sélectine/PSGL-1 sont augsliquées dans le ralentissement de ces
cellules pour aboutir a leur adhérence ferme aulules endothéliales (McEver and
Cummings, 1997; Smith et al., 2004). En plus ddectfes, des études ont montré la
participation des intégrines, et plus particulieeain I'intégrinef2 LFA-1 (Lymphocyte
Function Antigen-Ldans les phases finales du processus de rouldi@alas et al., 2004;
Zarbock et al., 2007).

Le mécanisme d’activation des leucocytes par demickines se met ensuite en place. Ces
chimiokines sont associées a I'endothélium gracedes interactions avec des
glycosaminoglycanes (Kuschert et al., 1999). Désraations entre les chimiokines et leurs
récepteurs vont induire des changements de confiammdes intégrines permettant la mise
en place d'une adhérence irréversible entre lekilesl endothéliales et les leucocytes
(Laudanna and Bolomini-Vittori, 2009). Les intégrgnmajoritaires présentes a la surface des

leucocytes sont VLA-4 \(ery Late Antigen} l'intégrine a4p7, Mac-1 (Macrophage-1
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Antigen et LFA-1. Elles interagissent avec leurs récestemdothéliaux principaux a savoir
ICAM-1, ICAM-2 et VCAM-1 (Ley et al., 2007; Yonekavand Harlan, 2005). Alors que
VLA-4 interagit avec VCAM-1, LFA-1 et Mac-1 intermgent avec ICAM-1 et ICAM-2
(Gahmberg et al., 1998; Ley et al., 2007; Yonekawd Harlan, 2005). Lorsque I'adhérence
ferme est établie, les leucocytes vont migrer imetd a la surface de I'endothélium grace au
mécanisme de reptation assuré par les intégrinesIMa LFA-1 jusqu’a atteindre une zone
appropriée pour la transmigration endothélialel{ipbon et al., 2006; Schenkel et al., 2004).
La transmigration endothéliale (ou diapédése) Bligtaux jonctions intercellulaires (voie
paracellulaire) ou directement a travers la celaridothéliale (voie transcellulaire) (Carman
and Springer, 2004; Nourshargh and Marelli-Ber@)®2®haw et al., 2004). Les paramétres
favorisant une voie de transmigration plutbét qu'undre ne sont pas totalement élucidés
cependant il a été suggéré que le niveau de sftiilmulanflammatoire des cellules
endothéliales était mis en jeu dans ce processasy ¥t al., 2005a).

En plus de leur implication dans l'adhérence desdeytes, ICAM-1 et ICAM-2 peuvent
également participer a la migration transendotlelide ces cellules. Au cours de la
diapédése, ICAM-1 a été identifié dans des strestale type <up-like» a la surface des
cellules endothéliales permettant d’entourer lasgcdeytes afin d’assurer une migration
transcellulaire (Carman and Springer, 2004). Des,plGAM-1 est aussi localisé au niveau
des jonctions endothéliales permettant égalementtnamsmigration paracellulaire (Shaw et
al., 2004). D’autre part, I'implication d’ICAM-2 acours de la diapédése a aussi été étudiee a
I'aide d’anticorps bloquant ou grace aux sourisaiéfites en ICAM-2 (Huang et al., 2006).
Les jonctions adhérentes et serrées des cellutksletliales sont les barrieres majeures de la
diapédése (Bazzoni and Dejana, 2004). La protéipereée en majorité au niveau de cette
barriere endothéliale est la VE-cadherine. Au calgrda transmigration endothéliale, la VE-
cadherine disparaitrait transitoirement des jomstiendothéliales pour favoriser la diapédése
(Shaw et al., 2001). Les molécules de jonction eatités (JAM) et la molécule d’adhérence
sélective endothéliale (ESAM) sont également retées au niveau des jonctions serrées des
cellules endothéliales (Bradfield et al., 2007;09d and Chavakis, 2007; Weber et al., 2007).
Un motif conservé contenu dans les protéines JA&mpt des interactions homophiliques
(Kostrewa et al., 2001; Santoso et al., 2005). Gepet, les JAMs peuvent aussi interagir
avec certaines intégrines. Ainsi, JAM-A, JAM-B &iM-C interagissent respectivement avec
LFA-1, VLA-4 et Mac-1 (Cunningham et al., 2002; @shann et al., 2002; Santoso et al.,
2002). Les mécanismes exacts par lesquels lesimprstdAMs favorisent la transmigration

endothéliale requierent des analyses plus appr@enéu-dela des liaisons homophiliques
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ou hétérophiliques gu’établissent les JAMs, cedémes, en particulier JAM-C et ESAM,
peuvent directement relocaliser la VE-cadhérine dahors des jonctions adhérentes
endothéliales en régulant des voies de signalisatipliquant des petites GTPases (RAP1 ou
RhoA) (Orlova et al., 2006; Wegmann et al., 20@8)tin, PECAM-1 Platelet-Derived Cell
Adhesion Moleculejl exprimé a la surface des plaquettes et des dgte® ainsi qu’au
niveau des jonctions endothéliales (Muller, 20Ti¢e des interactions homophiliques pour
favoriser la migration transendothéliale des leytex (Muller et al., 1993). PECAM-1, et
probablement d’autres molécules d’adhérence, serai¢éégrés a des veésicules nommées
LBRC. Celles-ci migreraient vers les zones d’adhéegepour y accumuler les protéines
adhérentes (Mamdouh et al., 2003, 2009). En plgspdetéines classiquement impliquées
dans la transmigration endothéliale, la protéineCAM a également été associée a ce

processus.
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Figure 25 : Schéma général des interactions protéiques établies au cours du recrutement des leucocytes.

Les leucocytes établissent des interactions faibles afin de se déplacer a la surface de I’endothélium. Ensuite, I’activation de ces
cellules par le biais de chimiokines permet I'initiation d’'une adhérence forte et définitive avec les cellules endothéliales. Enfin, les
leucocytes entament le processus de transmigration afin de migrer au travers de ’endothélium soit par voie paracellulaire (via les
jonctions cellulaires) ou transcellulaire (directement au travers de la cellule)

88| Page



ALCAM, cible de miR-126-5p participant a la transmigration des

leucocytes a travers I'endothélium

ALCAM a été découvert dans de nombreux organisrhestede ce fait, connu dans
la littérature sous plusieurs dénominations induabhCAM/CD166 (Bowen et al., 1995),
BEN (Bursal epithelium and neurons) (Pourquiélgtl®90), SC1 (Johnston et al., 1990),
KG-CAM (Peduzzi et al., 1994), DM-GRASP (Burns kt 8991), Neuroline (Paschke et al.,
1992), SB10 (Bruder et al., 1998) ou encore MENHDr6an Melanoma Metastasis clong D
(Degen et al., 1998). Sous la dénomination BEB\irgal Epithelium and Neuropsla
protéine ALCAM a, tout d’abord, été identifiée chezpoulet (Pourquié et al., 1990). Pour
cela, Pourquié et ses collaborateurs ont synthégseanticorps contre I'épithélium de la
bourse de Fabricius, organe lymphoide présent emeut chez les oiseaux. L’épithélium de
la bourse de Fabricius d’embryon de 15 jours aéparé des cellules hématopoiétiques puis
greffé dans une rate de souris agée de 3 mois.spEnocytes purifiés ont ensuite été
fusionnés avec des cellules de myélome S2P0 stiteageants des cultures d’hybridome ont
ete utilisés afin de réaliser différentes immuntmukimies. Ces dernieres ont permis
d’identifier une glycoprotéine membranaire de 9%1® kDa présente spécifiquement a la
surface d’'un sous-ensemble de neurones dans lenwysterveux central et périphérique
(Pourquié et al., 1990). Des travaux ultérieuradssu méme laboratoire ont montré que la
protéine BEN était exprimée par des tissus dérivded trois feuillets embryonnaires
(Pourquié et al., 1992). En effet, il existe unenfe épithéliale de 110 kDa, une forme
hématopoiétique de 100 kDa et une forme neuroreafibckDa (Pourquié et al., 1992). Chez
la souris, ALCAM a été cloné et caractérisé comramtéun ligand transmembranaire du
récepteur CD6 de la famille des SRCBcdvenger Receptor Cystéine-Rignésent a la
surface de divers leucocytes (Bowen et al., 1988)liaison d’ALCAM avec CD6 est tres
largement décrite dans la littérature (Bajorathlgt1995; Bowen et al., 1996; Skonier et al.,
1997; Whitney et al., 1995). Dans le systeme immaing, cette interaction est indispensable
pour une activation optimale des lymphocytes Tiajas pour I'induction de la prolifération
des cellules dendritiques (Hassan et al.,, 2004;ni#&mman et al., 2006). Par ailleurs, de
nombreuses études ont démontré qu’ALCAM est liécposquelette grace au domaine
cytoplasmique de la protéine et que cette liaissinrnécessaire a la formation d’interaction
homophilique ALCAM-ALCAM (Nelissen et al., 2000).eB travaux ultérieurs ont démontré
gue cette intéraction homophilique était associéme activation de petites GTPases telles

gue RhoA Ras homolog gene family membér Rac-1 Ras-related C3 botulinum toxin
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substrate Y ou encore Cdc4Zell division control protein 42 homoldgZimmerman et al.,
2004). De plus, la protéine kinase C (PKC) pardcgussi a cette interaction car son
inhibition empéche la formation des liaisons honiligpiies mais aussi hétérophiliques
ALCAM-CD6 (Zimmerman et al., 2004). D’autre partugieurs études ont montré des liens
fonctionnels entre ALCAM et les cadhérines, famitt@jeure de molécules d’adhérence
décrites dans la littérature comme associées aosayelette via leurs partenaires
intracellulaires appelés les caténines. En effemifa et collaborateurs ont utilisé un panel de
cellules cancéreuses de la prostate (DU-145, TSUAILVA-31) n'exprimant pas le gene
codant pour lh-caténineafin de montrer une relocalisation d’ALCAM et geH-cadhérine,
du cytoplasme vers la membrane, suite a la surssijore d’'un membre de la famille des
caténines (Tomita et al., 2000). Dans des celleteothéliales microvasculaires de poumon
(PMVECs), ALCAM se co-localise avec une autre caiieé la VE-cadhérine (Ofori-
Acquah et al., 2008). En outre, cette étude a ifi€mrtux jonctions adhérentes des PMVECSs,
un complexe multi-protéique incluant ALCAM, la Net#érine et la VE-cadhérine.
L’'importance de ce complexe est démontré lors a#nfiinistration d’anticorps dirigés contre
la VE-cadhérine chez la souris entrainant le dépmEment d’hémorragies suite,
probablement, au désassemblage du complexe (Cetamla 1999). Par ailleurs, Sayner et
ses collaborateurs ont isolé des radeaux lipidiguasbranaires de PMVECs contenant la N-
cadhérine et la E-cadhérine associees a ALCAM (&awt al.,, 2011). En revanche,
I'expression de la VE-cadhérine est exclue de adsaux ce qui ne s’accorde pas avec les
données d’'Ofori-Acquah et collaborateurs.

ALCAM est une protéine exprimée dans diverses ledlet participe donc & de nombreux
processus biologiques tels que la neurogenese @&val., 2004; Diekmann and Stuermer,
2009; Laessing et al., 1994; Ott et al., 2001; d?bdrg and Mack, 1994; Sekine-Aizawa et
al., 1998), 'hématopoiése (Cortés et al., 1999jsNen et al., 2000; Ohneda et al., 2001),
'ostéogenése (Arai et al., 2002; Bruder et al98)9 la lymphangiogenése (lolyeva et al.,
2013), la diapédese des monocytes a travers I'ealilotn (Masedunskas et al., 2006) ainsi
gue la tubulogenése vasculaire (Ohneda et al., )20Pburtant, I'inactivation par
recombinaison homologue du gelleCAM chez la souris ne montre aucun phénotype majeur
(Weiner et al., 2004). Néanmoins, I'étude approferdl systéme nerveux de ces souris a
indiqgué des défauts de fasciculation des cellulasglipnnaires de la rétine et des
motoneurones associés a des régions dysplasiques @éveloppent des invaginations et ou

sont anormalement détectés des photorécepteursnéweit al., 2004). D’autre part,
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l'inactivation du geneALCAM chez le poisson zébre a montré plusieurs anomddias la
différentiation de la créte neurale donnant liediimportantes altérations de développement
du cartilage (Choudhry et al., 2011).

En plus de son implication majeure au cours de daragenése, ALCAM participe a
différents mécanismes endothéliaux. En effet, ALCAMMtribue a la formation de la lumiére
des capillaires sanguins (Ohneda et al., 2001)n@asion des vaisseaux dans le cartilage
(Arai et al., 2002) et a la transmigration endad#iél(Masedunskas et al., 2006). En effet,
Masedunskas et ses collaborateurs ont montré gqudotmge d’ALCAM a l'aide d'une
protéine recombinante inhibe la transmigration wesocytes (THP-1, HL-60) a travers un
tapis de PMVECs. En revanche, ALCAM ne joue auctle rdans la migration des
monocytes ou dans leur adhérence aux cellules legldhdes (Masedunskas et al., 2006). De
plus, I'expression d’ALCAM est retrouvée au nivesdas jonctions des cellules endothéliales,
ce qui lui confere une localisation optimale paurégulation de la diapédese. D’autre part,
ALCAM joue un rdle important dans le passage desiplyocytes T CD4+ et des
monocytes/macrophages a travers la barriere héematephaliquen vitro et in vivo. En
effet, ALCAM est retrouvé au niveau des cellulesiahéliales de la barriere hémato-
encéphalique et est surexprimé lors de patholatjiesses telles que la sclérose en plaques.
Simultanément a la surexpression d’ALCAM, le nombeeleucocytes infiltrés a travers la
barriere hémato-encéphalique est tres fortemennantg dans le systéme nerveux central.
L’inhibition d’ALCAM dans un modeéle d’encéphalomitél permet de conclure sur son
implication majeure lors de la migration des lymgytes T CD4+, B CD19+ et des
monocytes CD14+ a travers la barriere hémato-ematiépie (Cayrol et al., 2008).

Enfin, ALCAM est aussi utilisé comme marqueur deitantases cancéreuses dans plusieurs
types de cancer. En effet, la protéine a tout d@l@é identifiée comme un marqueur des
meétastases de meélanome du fait de sa présenceddansellules a pouvoir métastatique
comparées a des cellules de mélanomes non inva@deggen et al.,, 1998). L'expression
d’ALCAM dans les cellules métastatiques a égalendat détectée dans le cancer de la
prostate (Kristiansen et al., 2005), du sein (Dav@kal., 2008; King et al., 2004), du colon
(Weichert et al., 2004) ou de I';esophage (Oforifadgand King, 2008; Verma et al., 2005).
Cependant, les fonctions potentielles d’ALCAM daadormation des métastases restent
inconnues a ce jour. Néanmoins, la formation dfatgons homophiliques ALCAM-
ALCAM dans les cellules de mélanome invasives peanees derniéres de former des petits

amas cellulaires (Degen et al., 1998).
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SetD5 : un géne inconnu comme cible de miR-126-5p

Les fonctions de SetD5, seconde cible identifiéar puiR-126-5p, sont totalement
inconnues. Seule une étude suggeére la participd8are géne dans un syndrome trés rare de
délétion interstitielle sur le chromosome 3 (Kefjogt al., 2013). En effet, SETD5 est présent
dans une région de délétion de 124kb du chromosdrmait comme deux autres genes :
THUMPD3 (THUMP Domain 3 et LOC440944.

L’appellation SETD5 provient directement de la prée d’'un domaine SET dans ce géne.
Les domaines SET, composés de 130 a 160 acidegsmont contenus dans de nombreuses
histone lysine methyl-transférases (HKMT) (Joned @elbart, 1993; Stassen et al., 1995;
Tschiersch et al., 1994). Ces protéines interviehmeajoritairement dans la méthylation,
spécifigue a chaque protéine a domaine SET, deésixilus de lysine localisées sur les
histones H3 et H4 avec une exception pour EZ¢étth@ncer of zeste homologdui méthyle
aussi la lysine 26 de I'histone H1 (H1K26) (Kuzmaghet al., 2004). Il existe différentes
protéines humaines classées en plusieurs famillesédant une activité d’histone lysine
methyl-transférase. SetD5 n’'est pas encore référemais pourrait appartenir a la famille
SetD des protéines a activité d’histone lysine ylétlansférase. Deux membres majeurs de
ce groupe, nommeés SETD1A (ou SET1) et SETD1B (oulBE, méthylent la lysine 4 de
I'histone H3 (H3K4) seulement si la lysine 9 du neéhistone (H3K9) est déja méthylée ;
Ceci afin de permettre la formation et le maintien’hétérochromatine (Rea et al., 2000). En
plus des nombreux processus physiologiques (foomale I'hétérochromatine, régulation
transcriptionnelle) régulés par la méthylation de &sidus par les protéines a domaine SET,
d’'importantes pathologies comme le cancer sont @ossrolées par ces protéines (Schneider
et al, 2002). Par exemple, les expressions d'EZ42MLL2 (Histone-Lysine N-
Methyltransferaskg issus de la méme famille que les protéines SEdit augmentées dans

de nombreuses lignées de cellules tumorales (Hamgnal., 1999; Visser et al., 2001).
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Abstract:

Aims:

mMiR126-5p is processed from the miR126-3p/-5p dupddiich gives rise to the guide
mMiR126-3p and passenger miR126-5p strands. miRp26Ba3 prominent roles in vascular
development and diseases but the expression arsiofgical functions of miR126-5p are
still unknown. The purpose of this study was toleate the expression and role of miR126-
5p in blood vessel endothelial cells.

Methods and Results:

We found that miR126-5p is mostly expressed in thleessel endothelial celis vivo andin
vitro. Gain- and loss-of-functions approaches revediadl iNniR126-5p promotes leukocyte
adhesion and represses leukocyte transendothetehtion. ALCAM, an adhesion molecule
involved in leukocyte transendothelial migrationdéSetD5, a gene with previously unknown
functions, were identified as two distinct targetngs of miR126-5p in endothelial cells.
Using either blocking antibody or target protectonghich specifically disrupt the
MiIRNA/mMRNA target pairing, we showed that miR1264momotes leukocyte adhesion by
controlling the expression of SetD5 while it remes transendothelial migration through
ALCAM. Finally, we demonstrated that miR126-5p cofg ALCAM and SetD5 expression
in vivo but does not regulate both target genes simultetgm the same tissues.

Conclusion:

mMiR126-5p is a functional, endothelial-enriched nmRNA that participates in the control of

leukocyte trafficking by regulating the expressairALCAM and SetD5.

Keywords: miRNA, miR126-5p, endothelium, leukocyte traffiogi



Introduction

The endothelium forms the interface between blond assues and dynamically
controls the local extravasastion of immune cebsnfthe circulation into inflamed tissues. In
response to inflammatory cytokines, the restingoémelium becomes activated and expresses
adhesion molecules such as E-selectin, ICAM-1 a@d&M-1 which favour the rolling and
firm adhesion of immune cellsTrans-endothelial migration (diapedesis) is thexdiated by
specific molecules located at the endothelial geittion such as JAM, ESAM, PECAM-1,
VE-cadherin and activated leucocyte cell adhesiotecule (ALCAMY. ALCAM is a cell
adhesion molecule which mediates homo- and hefamigteractions with the T-cell antigen
CD6’. ALCAM is expressed by various cell types inclugimicrovascular endothelial céifs
where it participates in endothelial tube formatjanonocyte transendothelial migraticand
leukocyte trafficking across the blood brain bafrie

MicroRNAs (miRNAs) are 21-23 nucleotide-long nordow RNAs which repress
protein expression by binding to a complementagueace of their target mMRNAS, leading to
mRNA degradation or translation inhibitiormiRNA are major regulators of gene expression
in most biological and pathological procedsasch as in vascular biology, either promoting
or repressing angiogenesimiR126-3p is a key regulator of embryonic angiwggs, as both
its knockdown in zebrafish and its knockout in miead to significant vascular defets™
MIiRNA expression profiling identified miR126-3p #w most highly expressed miRNA in
endothelial cel® *? In addition to its involvement in physiologicaigiogenesi€" '+ 13 14in
ischemia-induced angiogenests'®and in erythropoiest§ *® miR126-3p is also associated

1926 mjR126-3p and its complementary analog

with several pathological proces¥es
mMiR126-5p derive from the miR126-3p/-5p duplex vhis processed from intron 7 of the
egfl 7 gené® % It was initially assumed that among miRNAs getestafrom a miRNA
duplex, only the strand with weaker 5’-terminal rthe-stability (guide strand, miR-3p or
miR) would accumulate in cells and be functionahilev the passenger strand (miR-5p or
miR*) would be degraded and support no functorThis initial model for miRNA
maturation contributed to the very limited numbérstudies performed on miR126%p*
and led to underestimate the physiological funatiohthis miRNA.

Here, the goal was to evaluate whether miR126%pfunctional endothelial miRNA,

to characterize its target genes and physioloducadtions.



Methods:

Reagents:

Anti-mouse ALCAM antibody, recombinant control-Fndahuman ALCAM-Fc were from

R&D. Mouse monoclonal anti-human ALCAM (clone MO@JOvas from Novocastra. LNA

control, miR126-5p inhibitors, LNA SetD5, and ALCAMrget protectors were from Exiqon
(Table S1). Mimic microRNA control, 126-3p and 128-were from Dharmacon.

Whole mountin situ hybridization:

After pregnant mouse euthanasia by cervical dislmeaembryos were harvested, fixed and
treated with Proteinase K. After a pre-hybridizatgtep, embryos were incubated overnight
in hybridization buffer containing miR126-3p- orRii26-5p -5’ and -3’ digoxigenin labelled
probes. After Washes, embryos were then incubaittdtiae alkaline phosphatase conjugated
anti-Digoxigenin antibody, washed and stained WNIBT and BCIP. Embryos were
photographed under binoculars.

Isolation of CD31 positive cells:

Mouse lungs and hearts were harvested from mouges pueviously sacrificed by
decapitation. Tissues were washed in PBS and mirmsfdre digestion with type |
collagenase and DNAse I. Cells were then incubatigid magnetic beads previously coated
with anti-CD31 antibody. CD31+ cells were isolatédllowing the manufacturer's
instructions. Isolated cells were centrifuged anspgnded in Trizol for total RNA isolation
and RT-gPCR analysis.

Cell culture and transfection:

HUVEC endothelial (Lonza), COS-7 (Cell line seryicend THP-1 cells were cultured
following manufacturers' instructions. PrimefecRNIA (Lonza) and Dharmafect DUO
(Dharmacon) transfection reagents were used tosfean HUVEC and COS-7 cells,

respectively.

RNA quantification:

Relative quantification were performed using Tagngame expression master mix and
specific Tagman probes using a StepOne system. A& MRNA expression levels were
normalized to U6 oBactin, respectively, using thé*%" method. For absolute quantification,

standard curves were generated using known amotimégRNA.



Adhesion or transendothelial migration of monocyteso endothelial cells:

Endothelial cells were seeded in opaque 96-weleplar on 3 um pore-size HTS Fluoroblock
inserts (Falcon), transfected with miRNA inhibitaed grown to confluence. THP-1 cells
were labeled with calcein-AM, plated onto transéecHUVEC cell monolayers and allowed
to adhere or transmigrate. Adherent or transmigratenocytes were detected using a bottom
reading fluorescent plate reader. Experiments warged out in triplicate. Four wells were

analyzed per condition in each experiment.

Inhibition of miR126-5p in vivo:

Cholesterol-conjugated LNA miRNA inhibitors (10mgjkwere intraperitoneally injected
daily in new born pups from OF1 mice (Charles Riv@ups were sacrificed two days later
by decapitation, hearts and lungs harvested aretl lys Trizol or RIPA buffer for further
analysis. Experiments were performed 3 times, & paips were injected per experiment and
per condition. Subretinal injections were performieg injecting 0.5l of cholesterol-
conjugated LNA miRNA inhibitor (1mg/ml) as describ&®. Six retinas were injected per
experiment and per condition. VM has a level | AainkExperimentation diploma and an
authorization to perform animal experiments (#5965 delivered by the Prefecture de la

Region Nord/Pas de Calais.

Statistics:
For each experiment, data were collected at |@astiplicates. The Student-t test was used to

calculate the p value (*, p< 0.05, **, p< 0.01).



Results:
mMiR126-5p is expressed in the endothelium of mouse and human organs:

The expression pattern of miR126-5p in normal 8ssis not known. Since miR126-
3p and miR126-5p derive from a duplex embeddetiénendothelial-specifiegfl7 gené® **
we assessed whether miR126-5p was expressed id bésselsn vivo. Using whole mount
in situ hybridization, miR126-5p was detected in the majmbryonic cranial vessels of 10.5
day-old mouse embryos at the same location as neiRp2Fig. 1A). In various mouse pup
(Fig. 1B) and adult (not shown) organs, miR126-bpveed higher expression levels in lungs
and the heart. Absolute quantification revealed th#&R126-5p was approximately twice as
less abundant than miR126-3p in these tissues §dig, B). In order to specifically assess
the levels of expression of miR126-5p in endothal@ls, CD31 cells were purified from
mouse hearts and lungs and analysed for miR126¢a@ssion. miR126-5p was enriched 20-
to 24-times in CD31 cells when compared to CD3dells, indicating that in these organs,
MIiR126-5p is mostly expressed in endothelial c@fig. 1C). The predominant pulmonary
and cardiac expression of miR126-5p was also aoefirin human adult tissues (Fig. 1D).
Thus, these data show that miR126-5p is not a dedrgroduct since it accumulates at
significant levels in embryonic and adult tissuesder normal conditions, mainly in

endothelial cells.

mMiR126-5p isinvolved in leukocyte adhesion and trans-endothelial migration:

High expression levels of miR126-5p were maintaimeandothelial cellsn vitro
when compared to other cell types (Fig. 1E). Inathelial cells, miR126-5p was 3-times less
expressed than miR126-3p (Fig. S1C), in good catioal with the ratio of expression of
these miRNAs measuréd vivo (Fig S1A, B).

To study the role of miR126-5p in endothelial selwe used gain- and loss-of-
function approaches using either miRNA mimics ochked Nucleic Acid- (LNA-) modified
MIRNA inhibitors. The efficiency and specificity ¢fiese tools were verified by RT-gPCR
after transfection in HUVEC (Fig 1F, G). miR126-§ain- or loss-of function did not affect
the proliferation of HUVEC, neither their migratiomor their ability to form pseudo-
capillaries on Matrigein vitro (Fig. S2), indicating that miR126-5p does not @ayajor role
in these endothelial functions, on the contrarymiiR126-3g% ** *3 Since Egfi?° and
miR126-3p? are both involved in leukocyte trafficking, we @stigated whether miR126-5p
played a role in this process. Fluorescently-lasehuman THP-1 monocytes were used as a

model of leukocyte adhesion and trans-endotheligration through HUVEC monolayers.



Interestingly, when miR126-5p was repressed in #hadial cells, the adhesion of monocytes
decreased 38% when compared to control cells. Aatgly, miR126-5p overexpression in
endothelial cells increased monocyte adhesion B 4Big. 2A). On the other hand, the
ability of monocytes to migrate through endothelrabnolayers increased 31% when
mMiR126-5p was repressed in endothelials whileeffect was reversed when miR126-5p was
overexpressed in these cells (Fig. 2B).

mMiR126-5p controls leukocyte transendothelial migration by regulating ALCAM:

In order to identify the mechanisms by which miBEBp controls leukocyte
trafficking across the endothelium, we searchedufin computer databases for potential
MRNA transcripts that could be regulated by miR5p6and which were already known to
play a role in this process. ALCAM was an intemgtipredicted target for miR126-5p
because it was previously involved in monocyte eigsisin vitro®>. A perfect pairing
between nucleotides 2 to 8 of miR126-5p (seed site) the mouse ALCAM 3'UTR was
predicted (Fig. 3A) and this target site is peiffeconserved in mammals (Fig. 3B).

To establish whether miR126-5p could directly tagpn ALCAM expression, a
reporter vector was constructed where the mouseALG’'UTR was cloned downstream of
the luciferase gene. When miR126-5p was co-tratesdeavith this reporter vector, the
luciferase activity decreased by 40% as comparecbirol (Fig. 3C) and mutation of the
identified miR126-5p target site relieved this effdFig. 3D). ALCAM is specifically
expressed by HUVEC at cell junctions, as revealegd RNA interference and
immunofluorescence analyses (Fig. S3, AB). The kdown of miR126-5p in HUVEC
increased the expression of ALCAM protein 1.6 timésle the overexpression of miR126-
5p decreased ALCAM expression by 40% (Fig. 3E)adidition, inhibition of endogenous
mMiR126-5p induced an accumulation of ALCAM at einddial cell junctions whereas
MiR126-5p overexpression resulted in a stronglyuced detection of ALCAM (Fig. 3F),
altogether showing that ALCAM is an endogenousdagene of miR126-5p in endothelial
cells.

To determine whether ALCAM participates in theeets of miR126-5p on leukocyte
trafficking, adhesion and migration of monocytesotigh an endothelial monolayer that had
been transfected with the miR126-5p inhibitor wasalgsed after treatment with an ALCAM-
Fc blocking antibody. Adhesion was reduced by 30%@nmwmiR126-5p was repressed in
endothelial cells and this effect was not affedigdhe presence of the ALCAM-Fc (Fig. 4A).
On the other hand, the presence of the ALCAM blaogkantibody abolished the effects of



mMiR126-5p on leukocyte transmigration (Fig. 4B). Gonfirm these results, a target site
protector’ **was designed for ALCAM as an LNA antisens oligdeatide that binds to the
mMiR126-5p target site identified in the ALCAM tranipt in order to specifically protect
ALCAM expression from miRNA126-5p. Indeed, the AL®IAtarget protector induced an
up-regulation of ALCAM protein in HUVEC (Fig. 4C)ithout modifying the expression of
miR126-5p or CXCL12, a recently identified targémiR126-505° (Fig. S3C). Interestingly,
when transfected in HUVEC, this ALCAM target prdtacdid not affect the adhesion of
monocytes to endothelial cells (Fig. 4D) but it davour their transendothelial migration
(Fig. 4E), confirming that the endogenous repressad ALCAM by miR126-5p in
endothelial cells specifically leads to a repressibleukocyte transendothelial migration.

miR126-5p controls leukocyte adhesion to endothelium by regulating SetD5:

Except for ALCAM, computer databases did not predny other miR126-5p target
gene known to be involved in leukocyte traffickittyough the endothelium. In order to
identify such targets, a comparative microarraylyams was performed on HUVEC where
miR126-5p had been knockdown. Of the common trgpiscidentified in the three cell lots
used, 16 transcripts corresponding to 9 LincRNAt @leown) and 7 coding RNA had more
than 1.5-fold change of expression after inhibittdmiR126-5p (Fig. S4A, B). Among these,
the unknown gene SetD5 was considered to be theintesesting candidate after RT-gPCR
validation, as it was the sole transcript amongs¢htested which was consistently up-
regulated in all HUVEC lots (Fig. S4C). Furthermorghen analysing th&etD5 gene
sequence, a perfect match was found between thdesgeeof miR126-5p described above and
the 3'UTR sequence of SetD5 (Fig. 5A). The completauiy sequences between miR126-5p
and the 3'UTR of SetD5 are totally conserved framard to mammals, suggesting that this
target site could be functional (Fig. 5B). Indeedktransfection of miR126-5p with a reporter
vector where the 3'UTR of SetD5 was cloned dowmstréhe luciferase gene induced a 35%
decrease of luciferase activity when compared tdarob(Fig. 5C). This effect was dependent
on the target site recognised by miR126-5p intoXETR of SetD5 because the mutation of
this site abolished the repression exerted by meR®2 (Fig. 5C). Furthermore, in HUVEC,
the inhibition of endogenous miR126-5p induced gnificant up-regulation of SetD5
expression (Fig. 5D) while overexpression of thi€roRNA repressed SetD5 expression
(Fig. 5E), confirming that the levels of endogen&&$D5 transcripts are under the control of
mMiR126-5p in endothelial cells. The repression efl% protein by miR126-5p could not be
addressed in this study because of the lack o aatibodies.



In order to determine whether miR126-5p controlledkocyte trafficking through
endothelial cells also via SetD5, we designed @etaprotector aimed at specifically
protecting SetD5 transcripts from the effects e&f thiR126-5p. As expected, the SetD5 target
protector induced a 40% up-regulation of SetD5 esgion in HUVEC (Fig. 5F) while it did
not affect the expression of ALCAM, miR126-5p or CIX12 (Fig. S5A,B,C). Inversely, the
ALCAM target protector used earlier did not altbe texpression of SetD5, validating the
specificity of each target protector (Fig. S5D)tehestingly, THP-1 adhesion to HUVEC
transfected with the SetD5 target protector wasiced 40% when compared to control cells,
indicating that miR126-5p controls leukocyte adbmesito the endothelium through a
regulation of SetD5 (Fig. 5G). In contrast, THP-dnsmigration through HUVEC transfected
with the SetD5 target protector was similar to tbbhserved in control cells (Fig. 5H). In
addition, when a SetD5 siRNA was simultaneouslgdfacted with the miR126-5p inhibitor
in endothelial cells, SetD5 expression was resdadts basal level (Fig. S6) and leukocyte
adhesion was not affected anymore (Fig. 51), canfig the specific involvement of SetD5 in

the control of leukocyte adhesion by miR126-5p.

Tissue-specific control of ALCAM and SetD5 expression by miR126-5p in vivo:

To establish whether miR126-5p regulates the espef the identified target genes
in vivo, ALCAM and SetD5 expression was analysddrahhibition of miR126-5p in mouse
pups. When compared to control animals, intrapee#b injection of the LNA-miR126-5p
inhibitor induced a repression of miR-126-5p esplcin heart (not shown) and lungs (Fig
S7A) but did not affect miR126-5p expression in tinain and retina (not shown), probably
because of the blood —brain or —retinal barrier. WWarefore focused our analysis on lungs
where both ALCAM and SetD5 are expressed (Fig. &#9 where miR126-5p is also mainly
detected (Fig. 1B). The levels of ALCAM protein iaased in the lungs of pups injected with
the miR126-5p inhibitor when compared to contrasassessed by ELISA- (Fig. 6B) and by
Western-blotting (Fig S7B), thus demonstrating th&126-5p controls ALCAM expression
in vivo at leastn this organ. Surprisingly, SetD5 expression ia lilngs was not affected by
the inhibition of miR126-5p (Fig. 6C), suggestirgat miR126-5p does not control both
targets simultaneously in this organ.

As reported earlier, a subset of miRNA target geran be protected from repression
depending on the tisstie vivo®®, we thus investigated whether miR126-5p could rmbrihe
levels of expression of SetD5 in other tissuesntuse pup organs, SetD5 was predominantly

detected in the heart and the retina when comparether organs (Fig. 6A). As we found no



variation in SetD5 expression in the heart afteR1h26-5p inhibition (not shown), SetD5
regulation by miR126-5p was investigated in theneetThe LNA miR126-5p inhibitor was
directly injected into the subretinal space in ortebypass the blood-retina barrier, leading
to a silencing of endogenous miR126-5p (Fig. S7AY)s induced a significant up-regulation
of SetD5 expression (Fig. 6E), indicating that niBbp also controls SetD5 expressian
vivo, at least in the retina. Interestingly, the inhifnitiof miR126-5p did not alter ALCAM
expression in the retina (Fig. 6D), confirming thia¢ expression of ALCAM and SetD5 is

actually regulated in separate locations by miR&g&a vivo.
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Discussion:

In this study, we showed that miR126-5p is a furadl microRNA which
accumulates in several tissues, mainly in endahelells. miR126-5p takes part in the
control of leukocyte trafficking by modulating tlexpression of two genes: ALCAM and
SetD5.

mMiR126-5p is the passenger strand of the miR12&Bmuplex and such strands were
initially considered to be degraded, though no ywthdd clearly addressed this point for
mMiR126-5p. We show here that miR126-5p accumulatearious mouse and human tissues,
together with its guide strand. This is consisteitth miRNA profiling analysis which showed
that both strands of a miIRNA duplex may be simdtarsly detected in the same tissues, at
various ratio¥" *> Previous studies had established the preseneceR#E26-5p in embryonic
bodied®, in human prostate cané®and in human breast cancer cell lffesuggesting that
miR126-5p might have both physiological and patgmlal functions.

Despite a concomitant regulation of ALCAM and Sethy miR126-5pn vitro, our
resultsin vivo show that miR126-5p does not control simultangoukke expression of
ALCAM and SetD5 in the same tissues. The contepeddent miRNA target selection was
also observed for miR126-3p. Indeed, Asgeirsdadtiral. showed that the inhibition of
mMiR126-3pin vivo leads to an up-regulation of VCAM-1 in kidney dner but not in lung
and hearY. In addition, Zhang et al. demonstrated that mR3a@ differently controls its
target genes in mammary tumor cell liffestrengthening the hypothesis that the regulation
of mIRNA target expression depends on the cellglamtext. The molecular mechanism
governing this miRNA target selection is not knoyet, however we observed that in lungs
and in the retina, miR126-5p inhibits highly exmes target genes, suggesting that a titration
of the microRNA may take place in these tissues@ptent the regulation of all miR126-5p
targets at the same place and time. Tissue-sp&Ni&-binding proteins may also interfere
with the binding of miR126-5p with its targets leagl to their protection from miRNA
controf® %

This tissue-specific control of miIRNA targets susigethat miR126-5p independently favours
leukocyte adhesion and represses diapedesis eratifflocations. Given that miR126-3p and
its host genegfl7 control leukocyte adhesion to endothelial cellgriybiting the expression
of VCAM-1'?*® and ICAM-2*°, miR126-5p may work in concert with its guide sttaand
host gene to control endothelial cell activatiod #mus, leukocyte trafficking. This hypothesis
corroborates a recent report highlighting a codpearaole between miR126-5p and miR126-
3p in breast tumor cefl§ Interestingly, the study of Zhang et al. alsoparfs the idea that
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MiR126-5p may repress leukocyte trafficking, asdbwpic expression of miR126-3p/-5p in
breast tumor cells represses inflammatory mona®griitment into the tumor maSs

We demonstrated that ALCAM is up-regulated aftéRh26-5p inhibition in the lung,
but the role of ALCAM in lung endotheliunm vivo is not established yet. In contrast,
ALCAM is expressed in the microvascular endothelininthe central nervous system (CNS),
especially during neuro-inflammation where it cotgrthe migration of leukocytes into the
CNS'. As our cholesterol-conjugated miRNA inhibitors ot cross the blood-brain-barrier,
we were not able to analyse the phenotype indugethd inhibition of miR126-5p in the
brain. The delivery of miR126-5p into the brain aspromising challenge in order to
negatively regulate ALCAM expression and preventkteyte infiltration into the CNS,
notably in patients with active multiple sclerogision$.
Regarding SetD5, the SET domain predicted in th®%S@rotein suggests that it may take
part in epigenetic regulatidhbut no data supports this hypothesis yet. It bellinteresting to
establish whether SetD5 controls the expressioandbthelial adhesion molecules such as
ICAM-1, VCAM-1 or E-selectin. In such case, SetDbuld be another new player which
preserves the non-activated state of the endothdliuthe absence of inflammatory stimuli,
in addition to Egfl?°. Further studies are now required to improve savkedge on this new

concept and possibly to identify new targets fdr-arilammatory therapy.
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Figure legends:

Figure 1: miR126-5p is expressed in endothelial delof mouse and human tissues:

A: miR126-5p and miR126-3p were detected in the noeamial blood vessels of 10.5 day-
old mouse embryos (E10.5) using situ hybridization (blue staining). No signal was
observed when using a control probe (Ctrl-proBeRelative quantification of miR126-5p in
P8 mouse pup organs using RT-gPCR. Levels were alimed to those in livers, arbitrarily
set to 1C: Relative quantification of miR126-5p in CD3dnd CD31 cells isolated from P3
mouse hearts and lung3: Relative quantification of miR126-5p in variousrhan organs,
using RT-gPCRE: Relative quantification of miR126-5p levels in hammprimary fibroblasts
(NHDF), mammary epithelial cells (MCF10A), micraglicells (microglial) and primary
endothelial cells (HUVEC), using RT-gPCR: Relative quantification using RT-gPCR of
miR126-3p and miR126-5p in HUVEC transfected withe tLNA control inhibitor
(amiRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitoramiR126-5p),G: or with a control (mimic
Ctrl), or a miR126-5p (mimic 126-5p) mature miRNA.

Figure 2: miR126-5p promotes monocyte adhesion tondothelial cells but represses
trans-endothelial migration:

A: Fluorescent THP-1 cells were plated onto confiumonolayers of HUVEC previously
transfected wittomiRCtrl or with amiR126-5p inhibitors (left), or with mimic Ctrl animic
126-5p mature miRNA (right). Cell adhesion was dateed by measuring fluorescence at
520nm using a spectrofluorimeter. Data are showfolasof change over CtriB: HUVEC
plated in the upper chambers of fluoroblock insertse transfected as in A and cultured for 5
days. Trans-endothelial migration was determinedplaying fluorescent THP-1 monocytes
onto the HUVEC confluent monolayers and measuriotom fluorescence every 30 min at
520nm. Data are shown as fold of change over Ctrl.

Figure 3: ALCAM is a target gene of miR126-5p:

A: Sequence complementarity between miR126-5p amgriédicted miR126-5p binding site
in the 3'UTR of mouse ALCAMB: Sequence alignment of ALCAM 3'UTR from different
species. The red box corresponds to the seedtlsgédylue box encompasses the additional
nucleotides complementary to miR126-8p.Relative luciferase activity measured in COS-7
cells transfected with the pMIR reporter vector tagming the mouse 3'UTR of ALCAM
(3UTR ALCAM) and with either a control (mimic Cjylthe miR126-3p (mimic 126-3p), or
the miR126-5p (mimic 126-5p) mature miRNA. Barsresent s.d., ** p<0.01; ns: not
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significant.D: Relative luciferase activity measured after COBarsfection with mimic Ctrl
or mimic 126-5p miRNA and the reporter vector SUTRCAM or a miR126-5p site-
mutated version of this plasmid (3'UTR ALCAM muBars indicate s.d., * p<0.05, ns: not
significant.E: Immunoblot of ALCAM protein in HUVEC transfectesdith the LNA control
inhibitor (amiRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitora(miR126-5p, left, upper panel)
or with a mimic Ctrl or mimic 126-5p miRNA (leftper panel). Actin is shown as a loading
control; numbers below indicate densitometry measants of expression relative to Ctrl.
Histograms illustrate the means of ALCAM proteindks in HUVEC transfected in similar
conditions in independent experiments, Bars indicat.F: ALCAM immunofluorescence
detection in confluent HUVEC previously transfecteith control siRNA (siCtrl), with
ALCAM siRNA (SIALCAM), or with miRNA inhibitors andmiRNA mimics as in E.

Figure 4: miR126-5p regulates monocyte transendotlial migration via ALCAM:

A: THP-1 cell adhesion onto confluent HUVEC transfecwith the LNA control inhibitor
(amiRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitorofmiR126-5p) and pre-incubated with a
recombinant human chimeric Fc-control (Ctrl-Fc) aranti-ALCAM blocking antibody
(ALCAM-Fc) before plating of the labelled THP-1. 1¥<0.01. Data are shown as fold of
change over Ctrl set to 10098: THP-1 trans-endothelial migration through confiue
HUVEC transfected as in A. * p<0.05, ns: not sigiaiht. Data are shown as fold of change
over Ctrl.C: upper panel, ALCAM protein expression analysed\gstern Blot in HUVEC
transfected with a control target blocker (Targét)@r with a target blocker protecting the
site recognized by miR126-5p in the 3'UTR of ALCANIarget ALCAM). Numbers below
indicate the densitometry measurements of expnesdiower panel, means of ALCAM
protein levels in HUVEC transfected with Target @ohor Target ALCAM in independent
experiments, Bars indicate s.B: THP-1 cell adhesion measured as described above o
confluent HUVEC previously transfected with Tar@&tl or with Target ALCAM. ns: not
significant. E: THP-1 cell transmigration through HUVEC transésttwith Target Ctrl or
with Target ALCAM. ** p<0.01.

Figure 5: SetD5 is a target gene of miR126-5p which represses maiyte adhesion:

A: Sequence complementarity of the predicted miR3R&inding site with the 3'UTR of
mouse SetD5B: Sequence alignment of SetD5 3'UTR from differepecies. The red box
corresponds to the seed site; the blue box encmmpashe additional nucleotides
complementary to miR126-5pC: Relative luciferase activity measured after COS-7
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transfection with the control (mimic Ctrl) or miR8-5p (mimic 126-5p) mature miRNA and
the pMIR reporter vector containing the mouse 3'U®BR SetD5 (3'UTR SetD5) or a
mMiR126-5p site-mutated version of this reportelUBR SetD5 mut). Bars indicate s.d., *
p<0.05, ns: not significanD: Relative quantification of SetD5 using RT-gPCRHWVEC
transfected with the LNA control inhibitoaiRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitor
(amiR126-5p). * p<0.05E: Relative quantification of SetD5 using RT-qPCRHWVEC
transfected with mimic Ctrl or mimic 126-5p matum@RNA. ** p<0.01. F. Relative
guantification using RT-gPCR of SetD5 in HUVEC w#atted with Target Ctrl or with
Target SetD5, * p<0.055: THP-1 cell adhesion onto confluent HUVEC transéecwith the
Target Ctrl or with Target SetD5, ** p<0.0d.. THP-1 cell transmigration through confluent
HUVEC transfected with Target Ctrl or with TargedtB5.1: THP-1 cell adhesion measured
as described above on confluent HUVEC transfectéeérewith amiRCtrl or withamiR126-
5p and a control non-targeted siRNA (siCtrl) orhwthe siRNA directed against SetD5
(siSetD5). Data are shown as fold of change. **.p&0ns: not significant.

Figure 6: miR126-5p regulates ALCAM and SetD5 exprgsionin vivo:

A: Relative quantification using RT-gPCR of ALCAMdBetD5 expression levels in various
P8 mouse organs. Levels were normalized to thodeears. B: Quantification of ALCAM
protein by ELISA in lungs harvested from mice inget intraperitoneally with the LNA
control inhibitor @miIRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitor omiR126-5p). C:
Relative quantification of SetD5 in lungs harvestern mice injected intraperitonally with
amiRCtrl or with amiR126-5p.D: Quantification of ALCAM protein by ELISA in retm
dissected from mice injected in the subretinal spaith amiRCtrl or with amiR126-5p.E:
Relative quantification of SetD5 in retina disselckeom mice injected in the subretinal space

with amiRCtrl or withamiR126-5p. p values are indicated.
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Supplementary Methods, Figures and tables:

Supplementary Methods:

Reagents:

Goat anti-human VE-cadherin (sc-6458), rabbit aothan ALCAM (sc-25624) and goat
anti-human actin (sc-1615) antibodies were fromt&&ruz.For in vivo experiments and
transendothelial migration assays, LNA microRNA iloifors were conjugated with
cholesterol so as to facilitate transfection. ALCAid SetD5 siRNA were purchased from

Dharmacon.

Isolation of CD31 positive cells from organs:

Mouse lungs and hearts were harvested from 3-dayrmluse pups, washed in PBS and
minced before digestion with type | collagenased&ni, Life Technologies) and DNAse |
(10 pg/mL, Roche) in DMEM for 40 min. Homogenizeahrgles were filtered on 70um
strainers before neutralization of collagenaseeiAfed blood cell lysis, cells were incubated
with Fc block (rat anti-mouse CD16/CD32, 1ud/Hells, Becton Dickinson) for 45min at
4°C under rocking. Cells were then incubated witlgnetic Beads (Dynabeads Sheep anti-
Rat IgG, Life Technologies) previously coated witlb pg anti-CD31 antibody (rat anti-
mouse CD31, Becton Dickinson)/25 uL of bead suspansCD31+ cells were isolated
following the manufacturer’s instructions. Isolateells were centrifuged and pellets were

suspended in Trizol for gPCR analysis.

Cell culture and transfection:

Primary human umbilical vein endothelial cells (HB®, Lonza) were cultured in EGM-2
(Lonza) at 37°C, 5% Cffollowing the manufacturer's instructions. HUVE@n& plated at
25000cells/crh the day before transfection. Cells were tranfeaisihg Primefect siRNA
transfection reagent (Lonza) following the manufaet's instructions. COS-7 cells were
cultured in DMEM supplemented with 10% FBS (Hyclpr@ells were plated at 13.4¢€ells/
well in 24-well plates the day before transfecti@ells were co-transfected with the pMIR-
REPORT luciferase, the pMIR-REPORf@-galactosidase and mimic microRNA using
Dharmafect DUO (Dharmacon) in DMEM medium withowtrien and antibiotics and
following the manufacturer's instructions. The THRell line, derived from human acute
monocytic leukemia, was cultured in RPMI-1640 (Lifechnologies) supplemented with
10% FBS (Hyclone) and 50uM of 2-mercaptoethanobr(ti Aldrich). Primary normal



human dermal fibroblasts (NHDF, Lonza) and humammary epithelial MCF10A cells
(ATCC) were cultured according to the manufact@wenstructions. Human microglial cells
were from Dr Marc Tardieu and were cultured as dieed in {Janabi, 1995 #214}.

Reverse transcription and absolute or relative quatification:

Total RNA were extracted from cells and mouse #8sswsing Trizol reagent (Life

Technologies) and purified according to the manufae’s instructions. Human RNAs were
from Life Technologies (Firstchoice human total RNSArvey panel). Human RNAs were
from Life Technologies. Total RNA was reverse t@itged using High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). quantify miRNA, total RNA was reverse

transcribed using Tagman microRNA Reverse TransonpKit and U6, miR126-3p and

mMiR126-5p specific primers (Applied Biosystems).ld®ge quantification were performed

using Tagman gene expression master mix and spdafijman probes (Table S2, Applied
Biosystems) using a StepOne system. miRNA and mRkigession levels were quantified
using the 2 method and normalized to U6 aféactin levels, respectively. For absolute
guantification, standard curves were generatedgukimown amounts of miR126-3p and
mMiR126-5p which allowed quantifying miR126-3p andRiR26-5p levels of expression.

Graph represents results where miR126-3p levedxmfession were set to 100%.

Whole mount in situ hybridization on 10.5 day old enbryos:

Embryos were fixed in PFA 4% pH 9.5 overnight aC4finsed in PBT (PBS, 0.1% Triton-
X100) and treated with Proteinase K aqugOnl in PBT for 30 min at room temperature
before fixation for 20 min. After pre-hybridatioembryos were hybridized overnight in
hybridization buffer (50% formamide, 5X SSC, 0,1%itdn-X100, 9,2 mM citric acid,
500pg/mL yeast RNA and 50pg/mL heparin) contairibgM of miR126-3p or miR126-5p
5" and 3’ digoxigenin labelled probes (Exiqon) at &d 43°C respectively. Embryos were
washed with 50% formamide, 5X SSC, 0,1% Triton-X19@mM citric acid (wash solution)
for 15 min at their respective hybridization tengiare and then with increasing amounts of
2X SSC/0.1% Triton-X100 mixed with the wash solatioefore final incubation in PBT at
room temperature. Embryos were treated with 2% slseeum, 20 mg/mL BSA in PBT for
3h at RT before incubation with the alkaline phadpke conjugated anti-Digoxigenin
antibody (Roche) overnight at 4°C. Embryos weralfinwashed in PBT containing 2 mM
levamisole and stained in 100mM NacCl, 100 mM TriSthhH 9.5, 50 mM MgClI2, 0,1 %



tween containing 4,5 pL NBT+3,5 uL BCIP/mL. Embryesre photographed under
binocular (Nikon)

Cell migration assays:

HUVEC were plated and transfected with LNA miRNAhiioitors or mimic miRNA as
described above and cultured to confluence. Cedirlawere then wounded with a pipette tip
and cultured for 18h in EGM-2 (Lonza) after whichfidlds/well were examined for the

guantification of wound closures. Experiments weagied out in triplicate.

Cell proliferation Assay:

Endothelial cells were plated in opaque 96-weltgdaand transfected as described above with
LNA miRNA inhibitors or mimic miRNAs. After the indated time, endothelial cell
proliferation was quantified using the MTT Assayig{8a Aldrich) according to the
manufacturer’s instructions and before measurirgpddances at 570 nm and 620 nm with a
Multiscan Ex photometer (Thermo Electron LED). Exipents were performed in triplicate

and 5 wells per condition were analyzed in eacteerpent.

Tube formation Assay:

HUVEC were plated and transfected as described ealwath LNA miRNA inhibitors or
mimic miRNAs 48h before trypsinisation. Cells wéhen plated at 5000 cells/well onto 10ul
of Matrigel (Becton Dickinson) pre-gelled into amdiogenesis p-slide (Ibidi). Cells were
incubated for 18 hours at 37°C to allow tube foioratEndothelial cords were counted using
Angiogenesis Analyzer software (Carpentier G, aralyfor ImageJ). Experiments were

performed in triplicate, 3 wells per condition wergalyzed in each experiment.

Adhesion of monocytes to endothelial cells:

Endothelial cells were seeded in opaque 96-welepland transfected with LNA miRNA
inhibitors or mimic miRNAs as described above. €&lere grown for 3 days to confluence.
THP-1 monocytes were labeled with 5 pg/ml calcem-A.ife Technologies) at 37°C for 30
min, and then washed twice with phenol-red free DME&ontaining 10% FBS. Fluorescent
THP-1 (1.16 to 2.1d cells/well) were plated onto the transfected HUVE®@ allowed to
adhere for 90 min at 37°C. Adherent monocytes vaatected by measuring fluorescence

(excitation 485 nm; emission 520 nm) using a flsoemce plate reader (Optima BMG



Labtek). Experiments were carried out in triplicdeur wells were analyzed per condition in

each experiment.

Transendothelial migration of monocytes:

Endothelial cells were seeded on 3 um pore-size HUBroblock insert (Becton Dickinson)
and transfected with cholesterol-conjugated LNA NM#Rinhibitors or with mimic miRNA.
Five days after transfection, THP-1 monocytes wabeled as described above and plated
onto the endothelial monolayers {1@HP-1/Fluoroblock). Fluoroblock inserts were
transferred into fresh transwells containing pheediree RPMI 1640 with 10ng/ml MCP-1
(R&D) to stimulate migration. Monocyte diapededisough the endothelium was detected
using a fluorescence plate reader (Optima BMG Ugl#gery 30 minutes. Results are shown
after either 90 or 120 min of migration. When iraded, transfected endothelial cells were
pre-treated with ALCAM-Fc (12.5pg/mL) or with Coalc (12.5ug/mL) for 4h before
incubation with fluorescent-labeled THP-1. Expentsewere performed 3 times, for each

experiment, 4 inserts per condition were analyzed.

pMIR REPORT constructs:

The ALCAM 3'UTR was amplified by PCR from mouse gemc DNA using the ALCAM-
Forward and ALCAM-rev primers (Table S3). The Se®8TR was amplified by PCR from
SetD5 full length cDNA clone (IRAVp968H01120D, Imafes GmbH) using the primers
SetD5-Forward and SetD5-Rev (Table S3). Both prisiwere sequenced before cloning into
the pMIR-REPORT luciferase plasmid. Mutation of i recognized by miR126-5p in the
3'UTR of ALCAM was generated by successive PCRsigishe ALCAM-miR126-5pmut-
Fwd and the ALCAM-miR126-5pmut-Rev primers (Tabl@) &nd the primers designed to
amplify the wild type 3'UTR. After sequencing, thaeutated 3'UTR of ALCAM was cloned
into the pMIR-REPORT luciferase plasmid. The deleif the site recognized by miR126-5p
in the 3'UTR of SetD5 was generated using PCR dmed SetD5-miR126-5pdel-Fwd and
SetD5-miR126-5pdel-Rev primers in order to createugant of this site. The mutated 3'UTR

of SetD5 was sequenced and cloned into the pMIRGHEPIuciferase vector.

Transactivation assay:
COS-7 cells were plated and transfected as descabeve. 48 h after transfection, cells were
lysed in 300uL of Reporter Lysis Buffer (Promegajdoe quantification of luciferase activity

using Luciferase Assay Substrate (Promega) andtifjoation of B-galactosidase activity



using Galacto-Light™ beta-Galactosidase Reportere@Gessay System (Tropix) according to
the manufacturer's instructions. Luciferase aditiiwas normalized tof-galactosidase
activity. Experiments were performed in triplicatied 3 samples per condition were analyzed

in each experiment.

Immunofluorescence:

Endothelial cells were plated on 14 mm @ glass s and transfected as described above.
After washes with PBS containifig9 nM CaCj and 0.5 nM MgCJ, cells were fixed with
methanol for 7 min and washed with PBS befaibation with 5% BSA in PBS for 1 h.
Cells were then incubated with goat polyclonal - #itCAM antibody (R&D, dilution 1/150)
for 2 h at room temperature. After washes with P&3is were incubated with Alexa Fluor
594-conjugated Donkey anti-goat IgG (Life Technadsgdilution 1/250) for 40 min at room
temperature. Cells were washed, counterstained Wi#PI and mounted in Mowiol.
Fluorescence was examined using an Axiolmager DOieape microscope (Carl Zeiss). At
least 3 fields were observed per coverslip. Expenitsi were performed in triplicate. Controls
without primary antibody were performed and yietdsignal.

For co-immunofluorescence experiments, VE-cadhess detected using the Alexa fluor

488 goat Zenon® kit following the manufacturer’stimctions.

Western-blotting:

HUVEC were seeded and transfected as above. Cells ised in RIPA containing protease
inhibitors (Roche) and extracts were centrifuge@(i00g for 10min. Extracts were analysed
by SDS-PAGE and proteins were transferred onto PVIDEmbrane (Immobilon-P,
Millipore). Membranes were incubated in PBS, 0.05%een20, 5% non-fat dry milk for
several hours at room temperature before incubawennight at 4°C in the same buffer with
antibody against ALCAM (from Novocastra for HUVE@adysis and from Santa Cruz for
lung sample analysis, 1/500). Membranes were ringe@d.25% Tween-20 in PBS before
incubation with HRP-coupled secondary antibody. lmotomplexes were revealed using
ECL Western Blotting Detection reagent (GE Healttelafter exposure to hyperfilm ECL
(GE HealthCare). Actin detection was used to canfihat equal amounts of protein were

loaded on the gel. Experiments were performed 8dion 3 distinct transfection experiments.

Microarray analysis:



3 different lots of HUVEC (#175973 (#175), #741¥774), 178776 (#178), Lonza) were
plated and transfected with the LNA control inhdbior with the LNA 126-5p inhibitor as
described above. These 3 lots were considerecbbglmal replicates for the array. 48hr after
transfection cells were lysed in Trizol and RNAsrevextracted. Expression profiling was
carried out by Imaxio using Cy3 labeled probes lsgsized with Low Input Quick Amp
labeling kit, one color (Agilent Technologies) ahdman Agilent 8X60K slide (Agilent
Technologies). Data were extracted using Featureaébion 10.7. Genes with a fold of
change >1.5 in HUVEC transfected with the LNA mil843p inhibitors were selected.

ELISA assay :

Retina and lungs were homogenized in PBS using Hrathurax tissue homogenizer
followed by two freeze-thaw cycles. Samples werdrdeged and supernatants were used for
ELISA assay. Total lung proteins were quantifiedhva BCA Protein Assay kit (Pierce) and
2ug of total proteins were used for analysis. Reértracts were diluted 2-fold before used.
ALCAM Elisa assay was performed according to thenmf@acturer’s instructions (antibody-

online)



Supplementary figure legends and figures:

Supplementary Figure S1: Absolute quantification 0imiR126-5p and miR126-3pgn vivo

A: Absolute quantification of miR126-5p and miR126-® 10.5 day-old mouse embryos
using RT-gPCR. miR126-3p levels of expression atdas100%.B: Absolute quantification
of miR126-3p and miR126-5p in P8 mouse hearts andd using RT-gPCR. miR126-3p
levels of expression are set to 10086.Absolute quantification of miR126-3p and miR126-
5p levels in HUVEC using RT-gPCR. miR126-3p leval€xpression are set to 100%.

Supplementary Figure S2: miR126-5p does not affeatndothelial cell proliferation,
migration, nor differentiation

A: HUVEC were transfected with the LNA control inhdy (amiRCtrl) or with the LNA
mMiR126-5p inhibitor ¢miR126-5p, left) or with the control (mimic Ctrl)r amiR126-5p
(mimic 126-5p) mature miRNA (right) and proliferati was measured using the MMT assay
during 4 days (d1-d2-d4) after cell plating (dOat®are shown as fold of change (absorbance
dn/absorbance dOR: HUVEC migration was analysed by wounding a cagrilumonolayer

of HUVEC transfected as in A and by measuring tleswre of the wound after 18h (left).
Percents of wound closure were calculated fromrdtsiges and illustrated as means + s.d.
(right) C: Pseudo-capillaries formed by HUVEC transfectedna8 and seeded for 18h on

Matrigel (left). Quantification of endothelial cawds shown as the mean of 3 wells + s.d.
(right).

Supplementary Figure S3: ALCAM expression in endotklial cell junctions, specificity
of ALCAM target protector

A: Upper panel: relative quantification of ALCAM IHUVEC transfected with a control
SiRNA (siCtrl) or with two different siRNA directedgainst ALCAM transcripts (SIALCAM
#6 and siALCAM #7), Lower panel: Immunoblot of ALGAprotein (expected size 100-105
kDa) in HUVEC transfected with a control siRNA (&L or siRNAs targeting ALCAM
(SIALCAM). Actin expression is used as loading coht ALCAM levels measured by
densitometry are indicated relative to actin. TiRNAs lowered the levels of ALCAM
protein of 84% (siRNA #6) and 74% (siRNA #7) inrséected cellsB: ALCAM and VE-
cadherin co-immunofluorescence performed in HUVE@ndfected with siCtrl or with
SIALCAM. C and D: Relative quantification of miR126-5&) and CXCL12 D) expression
by RT-gPCR in HUVEC transfected with a control &r¢plocker (Target Ctrl) or with the



target blocker protecting the site recognised bRr12i6-5p in the 3'UTR of ALCAM (Target
ALCAM).

Supplementary Figure S4: Expression of miR126-5p indifferent lots of HUVEC,
microarray results

A: Relative quantification of miR126-5p in the 3fdikent lots of HUVEC (lot#175 for
175973, Lot#74 for 74117, Lot#178 for 178776) usmdthe microarray analysi®: List of
the 7 mRNA that showed a >1.5 fold change of exgioeslevels in the 3 lots of HUVEC
after transfection of the LNA miR126-5p inhibitorhen compared to HUVEC transfected
with the LNA control inhibitor. Folds of up-reguiah are indicated for each HUVEC lot.
Three different HUVEC cell lots were used as regiks for this microarray analysis in order
to avoid the identification of lot-dependent tasyddr miR126-5p. Genes for which the
expression was modulated in all three HUVEC lotgeweonsidered as potentially valid
targets for miR126-5p even when thealues were not significant due to the high valiigb
between biological replicates in the amounts of 12&®5p as illustrated in &. Relative
guantification of ADAM11, CNIH2, TTC16 and SetD5 tine 3 lots of HUVEC used for the
microarray analysis and transfected with the LNAtoal inhibitor @miRCtrl) or with the
LNA miR126-5p inhibitor ¢miR126-5p). Fam177B, INS and RNF222 were not detkat
HUVEC, ADAM11, CNIH2 and TTC16 were detected but np-regulated in either lot of
HUVEC. SetD5 was up-regulated in the 3 lots of HW/E

Supplementary Figure S5: Validation of the target bockers

A, B & C: Relative quantification of ALCAM (A), CXCL12 (Band miR126-5p (C)
expression by gPCR in HUVEC transfected with a iriarget blocker (Target Ctrl) or with
the target blocker protecting the site recognisechiR126-5p in the 3'UTR of SetD5 (Target
SetD5).

D: Relative quantification of SetD5 expression byC&Pin HUVEC transfected with a control
target blocker (Target Ctrl) or with the target dder protecting the site recognised by
mMiR126-5p in the 3'UTR of ALCAM (Target ALCAM).

Supplementary Figure S6: Validation of the SetD5 &NA
Relative quantification using RT-gPCR of SetD5 egsion in HUVEC transfected either
with the LNA control inhibitor ¢miRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitoro(miR126-



5p), and with a control non-targeted siRNA (siCol) the siRNA directed against SetD5
(siSetD5).

Supplementary Figure S7: Validation of the inhibiton of miR126-5p in vivo and
ALCAM expression in the lung

A: Relative quantification of miR126-5p in lungsf(lpanel) or in retina (right panel) from
mice injected with the LNA control inhibitoramiRCtrl) or with the LNA miR126-5p
inhibitor (amiR126-5p) intraperitonally or in the subretinabep, respectivelyB: ALCAM
immunoblot performed on lungs from mice injectettaperitonally with the LNA control
inhibitor (amiRCtrl) or with the LNA miR126-5p inhibitor fmiR126-5p). Left panel:
Immunoblot showing 2 control lungsiriRCtrl) and 2 lungs from pups injected with the
mMiR126-5p inhibitor §miR126-5p). Right panel: Relative ALCAM protein egpsion in
lungs from control animalsxmiRCtrl) or from animals injected with the miR126-mhibitor

(amiR126-5p) as determined by densitometry analylsiseoimmunoblot.
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Supplementary Tables:

miR inhibitor or target protectors

Sequences

LNA control inhibitor #1

5" AGAGCTCCCTTCAATCCAAA 3

LNA control inhibitor #2

5" CGCGTCAACAAAGT 3

LNA miR126-5p inhibitor

5" CGCGTACCAAAAGT 3

LNA SetD5 Target protector

5" TTACATCTCTTGTG 3’

LNA Control Target protector (SetD5)

5 TTTCAAGTCTTCTG 3’

LNA ALCAM Target protector

5 TATTACACTTTCATGT 3

LNA Control Target protector (ALCAM) | 5 TATCATATTCTCATGT 3’

Table S1: Specific sequence of the LNA miR inhibits and LNA target protectors



Tagman Assay:

reference

miR126-3p Assay ID: 002228
miR126-5p Assay ID: 000451
Human ALCAM Hs00233455_m1
Mouse ALCAM MmO00711623_m1

Human SetD5

Hs00216962_m1

Mouse SetD5

MmO00712606_m1

Human ADAM11

Hs00977706_m1

Human CNIH2 Hs00704421_s1
Human FAM177B Hs01651959 g1
Human INS Hs02741908 m1

Human RNF222

Hs03806118_m1

Human TTC16

Hs00376466_m1

Human CXCL12

Hs00171022_m1

U6

Assay ID: 001973

Human BActin

Assay ID: 4326315E

Table S2: References of the Tagman qPCR assays usedhis study
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Oligonucleotide name

Sequence

ALCAM-Forward

5" ATA AGC AAATTG AAG CAT GAACGT GGATTG 3

ALCAM-rev 5" AGG CAG ACA GCT ATG AGG GATATGTGAAGA ®
SetD5-Forward 5 GGCTTCTGG ATATGG GCAAACT 3
SetD5-Rev S5 TTTTTT TAT GGT TAAGAATTT TAT TAT CAA 3

ALCAM-miR126-5pmut-Fwd

5" AAG CAG TACATG AAAGTGTTT TTT TTA AAT GTC TATZ

ALCAM-miR126-5pmut-Rev

5" AAA GAT ACATAG ACATTT AAAAAAAACACT TTCATG 3

SetD5-miR126-5pdel-Fwd

5 GGCTTCTGG ATATGG GCAAACTGAAZ

SetD5-miR126-5pdel-Rev

5 ATG GTT AAG AAT TTT ATT ATC AAATGA AAG TTC AAA 3

Table S3: Sequences of the oligonucleotides, usedthis study, to clone and mutate the
3'UTR of ALCAM and SetD5 in the pMIR report plasmid .
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Discussion

L’étude de miR-126-5p dans les cellules endothediah permis de montrer son
expression dans différents tissus chez la sourisoptimplication dans la régulation de
'adhérence et de la transmigration des leucocstedes cellules endothéliales. En régulant
les expressions de SetD5 et d’ALCAM, miR-126-5padets capable de contrdler ces deux

processus.
Expression de miR-126-5p dans les cellules endotiaésin vitro etin vivo

Tout comme son gene hotegfl7) ou son microARN complémentaire (miR-126-3p),
mMiR-126-5p est majoritairement retrouvé dans I'ehdiiumin vivo et participe a différents
mécanismes cellulaires endothéliaux. En effet,elegressions des deux microARNs sont
retrouvés simultanément dans les endothéliums fiiérehits organes (coeur, poumon...) et
types cellulaires endothéliales (HUVECs, HUAECSs.. Jes ratios semblables. Des études
précédentes avaient déja démontré la présencetaimdaldu brin mature et du brin passager
d’'un duplex de microARN a des niveaux d’expressianables en fonction du tissu, du type
cellulaire ou encore de I'espéaralysée (Biasiolo et al., 2011; Kuchenbauer eall1; Ro
et al., 2007). Ces résultats avaient permis delomngue les deux brins complémentaires

d’un duplex de microARN pouvaient étre fonctionnels

miR-126-5p contrble négativement la diapédese via Irégulation de la
protéine ALCAM

Les implications dgfl7, gene héte du duplex, et de miR-126-3p, brin neatlu
duplex, ont été démontrées durant le recrutementaleocytes (Figure 26). En effet, egfl7
régule I'expression des protéines VCAM-1, ICAM-hsiique celle de la E-sélectine via des
meécanismes encore inconnus a ce jour, lui confémantble au cours du recrutement
leucocytaire (Delfortrie et al., 2011). De plus,riet ses collaborateurs ont moritrésitro
le rdle de miR-126-3p sur le recrutement des leytescpar une régulation directe de
'expression de VCAM-1(Harris et al., 2008). Il était alors possible d/sager que miR-
126-5p, brin passager du duplex, puisse contr@smaécanismes biologiques similaires dans
les cellules endothéliales. D’ailleurs, les deubeséque nous avons attribués a miR-126-5p

dans cette étude sont en accord avec cette hypothés variations d’expression des cibles
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de miR-126-5p dans les différents organes pouvaieggérer une action tissu-spécifiqgue du
microARN. Cette hypothese a été confirmée dangdesnons et la rétine puisque miR-126-
5p module uniquement I'expression de la protéineCAM dans le poumon et celle des
transcrits SetD5 dans la rétine. Ces observationsraient étre expliquées par un effet dose
des taux de transcrits cibles pour miR-126-5p davejue organe. En effet, les cibles de
miR-126-5p fortement exprimées seraient plus aduessa la répression du microARN
contrairement a celle faiblement exprimées. Cepetndan’est pas exclu que des protéines se
liant a 'ARN et empéchant la fixation du microARNr sa cible soient exprimées de facon
spécifiqgue dans certains tissus (Kedde et al., RElles moduleraient alors I'effet de miR-
126-5p sur ALCAM et SetD5 uniquement dans certagssis.

Controle de la diapédése par miR-126-5p.

?

ST T 1

VCAM-1 ICAM-1

ALCAM

miR126-5p

l 1
© e

Roulement Adhérence Transmigration

Figure 26 : Récapitulatif de I’action synergique d’egfl7 et de ses microARN:Ss.

La répressiond’ICAM-1, de VCAM-1 et de la E-sélectine par egfl7 permet la régulation du roulement et
de l'adhérence des leucocytes ala surface de 'endothélium (Delfortrie et al., 2011). MiR-126-3p inhibe
quant a lui 'adhérence des leucocytes via la régulation de VCAM-1 (Harris et al., 2008). Enfin, miR-
126-5p réprime ALCAM et renforce [’effet de son gene héte et de son microARN complémentaire.

ALCAM est impliqgué dans de nombreux processus biglees et en particulier dans le
contrdle de la diapédese des monocytes a travanddthélium grace a sa localisation aux
jonctions des cellules endothélialesvitro et in vivo (Masedunskas et al., 2006; Ofori-
Acquah et al., 2008). Dans notre étude, l'inhilmitale miR-126-5p induit une augmentation

d’expression de cette protéine dans les celluldstbgliales et facilite alors la transmigration
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des monocytes/macrophages (THP-1) a travers ls @gicellules endothéliales vitro
(Figure 26). D’autre part, les travaux de cayrolses collaborateurs ont montré que la
modulation de ce mécanisme a été observée/o dans I'endothélium du cerveau (Cayrol et
al., 2008). Dans notre étude, il serait intéresghétablir si miR-126-5p est capable de
contrbler la transmigration des leucocytes dansptasmons. L'inhibition de miR-126-5p
dans cet organe pourrait en effet conduire a ufigration massive de leucocytes suite a
'augmentation d’expression d’ALCAM. Si tel étag kcas, il serait également intéressant
d’évaluer si la diapédese est contrblée par miR8[26ia une modulation d’ALCAM dans
les poumons. Pour cela, le blocage d’ALCAM vivo permettrait de réduire linfiltration
leucocytaire due a I'inhibition de miR-126-5p.

Nos travaux viennent compléter également la nat@an laquelle il existe un maintien forcé
de I'endothélium dans un état inactivé. En efégffl7 (Delfortrie et al., 2011), miR-126-3p
(Harris et al., 2008) ou encore miR-181b (via lgutétion de la voie NkB (Sun et al.,
2012)) participent a ce mécanisme en maintenantddthélium inactivé en condition non
inflammatoire. La triple inhibitioregfl7/miR-126-3p/miR-126-5p pourrait finalement aboutir
a une activation exacerbée de I'endothélium enradesde facteurs pro-inflammatoires.

En accord avec les fonctions de miR-126-5p que awoss identifiées dans cette étude, il
serait aussi intéressant d’établir si I'expressid® ce microARN est sous contréle de
différentes cytokines inflammatoires (TNFK-interleukine..). Il faut cependant noter que la
régulation d’expression de miR-126-3p dans lesulsdl endothéliales par les cytokines
inflammatoires est variable. Elle serait modulée lpaterleukine-3 (Dentelli et al., 2010b)

mais serait insensible au TNiHHatrris et al., 2008).

miR-126-5p contrdle positivement I'adhérence desueocytes via SetD5

Nous avons démontré que le contrble de SetD5 p&-186-5p entrainait la
régulation de I'adhérence des leucocytes sur |dgles endothélialesn vitro (Figure 27).
SetD5 ne posséde actuellement aucune fonction eomigia part un role potentiel au cours
d’'un syndrome de délétion interstitielle sur learhosome 3 (Kellogg et al., 2013). Compte
tenu de nos résultats, il serait intéressant diétab SetD5 contrdle les expressions de
molécules d’adhérence endothéliales. Nos étuddsnpraires montrent que I'inhibition de
SetD5 n’entraine aucune modification d’expressies genes endothéliaux majoritaires
(VEGFR, Neuropiline, éphrine B2...). En revanchenHibition de SetD5 dans les cellules

endothéliales conduit a une augmentation de I'esgioa des transcrits d'ICAM-1, de
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VCAM-1 ou encore de la E-selectine (résultats namtmés). De plus, cette régulation est
aussi observée lors de la transfection du TargekBloSetD5 (séquence nucléotidique se
fixant sur le site reconnu par miR-126-5p dangdadcrit SetD5 pour empécher I'effet du
microARN) dans ces cellules, démontrant en plusdpulation indirecte de I'expression de
ces genes par miR-126-5p (résultats préliminairdghsi, ces résultats suggérent les
premiéres fonctions du gene SetD5 dans le maididiendothélium dans un état inactivé.
Des études complémentaires permettraient d’étdgferconnaissances sur le réle de SetD5
dans ce meécanisme. Au préalable, il faudrait \@rilue miR-126-5p, via SetD5, est bien
capablein vivo de réguler positivement les expressions dICAM{l de VCAM-1.
Actuellement, la rétine est le seul organe ou @fisations peuvent étre entreprises mais
nos résultats (présentés en partie 2) ne s’oriep@Es vers une régulation de ces molécules
d’adhérence par miR-126-5p. Néanmoins, il n'est gadu que miR-126-5p soit impliqué
dans la régulation des molécules d’adhérence dangres organes. Enfin, les fonctions de
SetD5 étant totalement inconnues, il est probabke ag géne soit aussi impliqué dans des

mécanismes autres que le recrutement des leucaytésndothélium.

Controle de 'adhérence par miR-126-5p.

Eot7 ——]— 1

VCAM-1 ICAM-1

ALCAM

miR126-5p

Egfl7 -

miR126-3p A SetD5

\Y"4
© ©

Roulement Adhérence Transmigration

Figure 27 : Récapitulatif de I’action opposée d’egfl7 et miR-126-3p avec miR-126-5p sur
I’adhérence des leucocytes.
MiR-126-5p inhibe SetD5, gene inhibiteur de I’expression des molécules d’adhérence.
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Deuxieme partie des résultats

Effet de I'inhibition de miR-126-5p sur le dévelopgment

vasculaire de la rétine

Dans la premiere partie des résultats, nous avossem évidence un contrble
spécifigue de l'expression de SetD5 par miR-126elms la rétine. Il a donc semblé
intéressant d’analyser les phénotypes induits fiahilbition de miR-126-5p dans la
vascularisation de la rétine afin de tenter d’étalnh role pour ce microARN et sa cible

SetD5 dans ce modeéle.

La mise en place du réseau vasculaire de la rétine

La mise en place du réseau vasculaire de la r@&steun processus biologique
particulierement bien décrit d'un point de vue welire et moléculaire. Au cours du
développement embryonnaire de la souris, la réégeit des nutriments et de I'oxygéne par
simple diffusion a partir du réseau hyaloide, rasaé&ériel situé au niveau du corps vitré. Dés
la naissance de I'animal, un réseau vasculairerpragda rétine va se mettre en place et le
réseau hyaloide va régresser. Cette régressionasssiree par différents mécanismes
cellulaires et moléculaires impliquant les macra@sa (Lang and Bishop, 1993),
'angiopoietine-2 et son récepteur Tie-2 (Hackettal.,, 2002) ou encore la Norrine
(Luhmann et al., 2005). En effet, la régressionr@ieau hyaloide est assurée, au cours de la
premiere semaine de développement post-natal, pamregrutement de macrophages
exprimant wnt7b. L'induction de la voie WNT canoméydans les cellules endothéliales
entraine alors la mort de celles-ci et donc laeggion du réseau hyaloide (Lobov et al.,
2005). Cette commutation post-natale entre ces dégeaux vasculaires (hyaloide et
rétinien) est spécifique a la souris. En effet,zchleomme, elle se déroule au milieu de la

gestation.

Le réseau astrocytaire

La mise en place du réseau vasculaire rétinien pestédé par une invasion
astrocytaire, démarrant depuis le centre de lagéters la périphérie de celle-ci de maniére
centrifuge des le premier jour de développement-paial de I'animal (Fruttiger et al., 1996;

Watanabe and Raff, 1988). Il existe une corrélationblante entre la présence de ce réseau
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astrocytaire et le réseau vasculaire rétinien. figt, elans la rétine avasculaire de I'opossum
ainsi que dans les zones avasculaires rétiniermes le cheval, le lapin et les primates, les
astrocytes ne sont pas non plus présents (Stoneraheér, 1987). A l'inverse, dans toutes les
zones vascularisées de ces rétines des astrooytesiétectés. Ces observations suggérent
gue la mise en place de ces deux réseaux, au doutéveloppement de la rétine, sont en
étroite relation. Les astrocytes rétiniens se wbfient dans le nerf optique a partir de
précurseurs astrocytaires suite a I'expression thoteur de transcription, Pax2 (Chu et al.,
2001; Mi and Barres, 1999). Cependant, le mécanigxact de différentiation reste
aujourd’hui inconnu. En revanche, il existe un noa@ua trés précoce permettant de distinguer
les astrocytes de la rétine par rapport a toutéesayopulations cellulaires, le PDG&R
(Platelet Derived Growth Factor alphaLe PDGFRx est exprimé par ces astrocytes dans le
nerf optiqgue bien avant gu’ils ne migrent et neotecent la rétine. Le PDGFAP(atelet
Derived Growth Factor Aest alors sécrété par les cellules ganglionnaigésiennes et
exerce une action mitogéne sur les astrocytes détitee (Fruttiger et al., 2000; Mudhar et
al., 1993). Les astrocytes immatures ont d’aborel fonrme de fuseau (allongée et bipolaire)
au cours de leur migration avant d’acquérir leurrghologie finale étoilée. Ces cellules
s’organisent en un réseau complexe a la surfada d&ine et expriment un faible taux de
GFAP @Glial Fibrillary Acidic Protein) et un taux élevé de vimentine (Chu et al., 200he
hypoxie du tissu rétinien va permettre aux astexyt’'exprimer fortement un facteur pro-
angiogénique majeur considéré comme le stimulusipal de I'angiogenése rétinienne, le
VEGF-A (Pierce et al.,, 1996; Stone et al., 1995;sWWa&t al., 2005). Cette expression du
VEGF-A par les astrocytes n’est pourtant pas irgtispble au développement vasculaire
rétinien puisque l'inactivation spécifique du VEGBENS les astrocytes par recombinaison
homologue ne perturbe pas ce processus (Scott.,eRCl0; Weidemann et al., 2010).
Néanmoins, il a été établi que le VEGF sécrété lparastrocytes participait a d’autres
mécanismes fondamentaux du maintien de [lintégviésculaire rétinienne comme la
stabilisation des vaisseaux sanguins de la ré8aet{ et al., 2010) ou la néovascularisation
suite a une ischémie vasculaire (Weidemann e2@1.0). Pourtant, I'implication majeure du
réseau astrocytaire dans la migration des cellehethéliales en condition physiologique
n’'est pas remise en cause. En effet, les sourigpniaant plus les chaingi et/ouy3 des
laminines développent un réseau astrocytaire arlodiiaa un défaut de migration des
astrocytes, empéchant alors le bon développementédaau vasculaire de la rétine

(Gnanaguru et al., 2013). Enfin, I'extension duerds vasculaire rétinien sur le plexus

102 |Page



astrocytaire permet aux astrocytes d’acquérir uénptype de plus en plus mature. La
maturation de ces cellules est assurée par unufaptevenant des cellules endothéliales
nommé LIF [eukemia Inhibitory FactQr La présence de LIF induit une augmentation de
'expression de GFAP, une inhibition de la vimeatiet du VEGF-A ainsi qu'une
morphologie étoilée caractéristique des astrocytatures (Chu et al.,, 2001; Kubota and
Suda, 2009; West et al., 2005). Ce processus deraian induit un rétrocontréle négatif
limitant a la fois le nombre d’astrocytes et le twende vaisseaux sanguins (West et al.,
2005).

Le réseau vasculaire de la rétine

La formation du réseau vasculaire dans la rétinepagois controversée. Dans la
littérature, différents auteurs soutiennent queldeeloppement des vaisseaux rétiniens est
établi par vasculogenése (Chan-Ling et al., 1990ghds et al., 2000) alors que d’autres
soutiennent la théorie de l'angiogenése (Frutti@®02; Gerhardt et al., 2003). Selon la
théorie de la vasculogenese, les vaisseaux sedlfitfieraienin situ a partir de précurseurs
de cellules endothéliales alors que selon la tkéde I'angiogenése, le nouveau réseau
vasculaire bourgeonne a partir d'un réseau vaseutxistant.
Tout comme le réseau astrocytaire, la mise en glasesaisseaux sanguins débute au niveau
du centre optique de la rétine et s’étend de fagmrifuge a la surface de celle-ci au cours
de la premiére semaine aprées la naissance de Bhffifigure 28). Les vaisseaux localisés a
la périphérie du réseau vasculaire sont moins resigue ceux situés au centre de la rétine ce
qui crée un gradient de différentiation vasculdireittiger, 2007). Le front de migration est
composeé de deux types de cellules endothéliaksiplcellset lesstalk cells Lesstalk cells
sont localisées en aval diég cells qui elles, sont situées aux extrémités du rédesasstalk
cells présentent une morphologie similaire a cellescadisles endothéliales alors que tgs
cellssont de formes allongées, émettent des filopodegra extrémités et ne forment pas de
lumiere. Ces différentes cellules jouent des rdlesncts pendant I'angiogenése. En effet, les
stalk cellsproliferent et permettent aux vaisseaux de s'éteradors que lesip cells ne
proliferent pas mais migrent et donc guident lesseaux vers la périphérie de la rétine grace
a leurs filopodes (Gerhardt et al., 2003). Au terdeela premiere semaine, la rétine est
totalement recouverte d’'un plexus vasculaire corglmais inacheve. Afin d’obtenir un
réseau de vaisseaux sanguins matures et hiérammiséines (enchassées dans un réseau

dense de capillaires) et artéres (associées aamhes ziépourvues de capillaires), différents
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mécanismes comme la différentiation artério-veieels maturation vasculaire et I'élagage

vont alors se mettre en place.

P1

Figure 28 : Développement du réseau vasculaire superficiel de la mi

Le plexus vasculaire de la rétine se met en place au niveau du nerf optique au centegide & r
migre vers la périphérie de celle-ci au cours de la premiére semaine. Duratddade semaine, les
cellules endothéliales migrent dans les différentes couches profondes de la nétifeclas
vascularise (Gerhardt et al., 200

La différentiation artério-veineuses

La hiérarchisation des différents types de vaisseagtablit au cours des premieres
semaines. Cette hiérarchisation implique I'expassile différents géenes conférant aux
vaisseaux leur identité. Les vaisseaux exprimahtiégB2 deviendront a terme des arteres
alors que les vaisseaux qui expriment son récefphB4 se différencieront en veines.
L’inactivation de ces genes est létale au bout ,8ejdurs de développement embryonnaire
suite a des aberrations de la hiérarchisation slelaré vasculaire dans le sac vitellin (Adams
et al., 1999; Wang et al., 1998). De plus, cesuastenoléculaires sont impliqgués dans la
prolifération et la migration des cellules endoigiék (Kim et al., 2002; Steinle et al., 2002,
2003). A terme, de nouveaux marqueurs artérielsnoenbll4, la neuropiline-1 et le

VEGFR2 ainsi que de nouveaux marqueurs veinewqtedsle VEGFR3, la neuropiline-2 et
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le facteur de transcription COUP-TFICQUP Transcription Factor 2 seront exprimeés
(Rocha and Adams, 2009).

La maturation vasculaire

Au cours de la différentiation artére/veine, labgisation du réseau vasculaire est
prise en charge par des cellules périvasculairésiasées. Ces cellules sont séparées en
deux groupes : les péricytes et les cellules magedl lissesDans la vascularisation de la
rétine, les cellules musculaires lisses se loaaliae niveau des artéres alors que les péricytes
recouvrent I'ensemble du réseau vasculaire. Ldaleslendothéliales recrutent les cellules
périvasculaires par induction de cascade de sgaimn. Le PDGF-B Rlatelet-Derived
Growth Factor B est un puissant facteur chimioattractant poucésiles musculaires lisses.
Le PDGF-B, sécrété par lép cells se fixe sur son récepteur, le PDG@HRIatelet-Derived
Growth Factor Receptof) exprimé par les cellules musculaires lisses. dctivation du
géne duPDGF-B entraine la létalité des embryons de souris jagtat la naissance suite a
de séveres hémorragies dues a I'absence de reentteies cellules périvasculaires (Levéen
et al., 1994). Les souris n’étant pas viablesalpas été possible d’établir le réle du PDGF-
B dans le recrutement des cellules périvasculameda stabilisation des vaisseaux sanguins
rétiniens. En revanche, l'injection intraoculaire BDGF-B conduit & un détachement des
cellules murales et I'inhibition du PDGBRjrace a un anticorps bloquant, appelé AP&i(
PDGF receptorf), empéche le recrutement de ces mémes cellulesiytdeet al., 2002).
L’injection de cet anticorps provoque par ailleurs phénotype vasculaire spécifique ou les
vaisseaux présentent de plus gros diametres (Fa@)re
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Control

Figure 29 : Inhibition du recrutement des cellules périvasculaés suite a I'inhibition du
PDGFRp.

La perte des cellules murales entrainent un élargissement du diametre des trogetypes
vaisseaux sanguins présent dans la rétine : Arteres (A), Veines(V) et Capi(ldeesura et

al., 2002).

Les cellules périvasculaires produisent les angaipws 1 (Angl) et 2 (Ang2) qui
interagissent avec leur récepteur commun Tie2. f@eteurs sont indispensables pour le
recrutement des cellules périvasculaires des \amigsaouvellement formés. L’inactivation
du geneAnglou Tie2 entraine la mort des embryons au milieu de la est&n raison de
malformations cardiovasculaires suite a un maureisutement des cellules périvasculaires
(Sato et al., 1995; Suri et al., 1996). Inversemi@argiopoietine 2 joue un rbéle antagoniste a
celui de l'angiopoietine 1. En effet, la surexpressde I'angiopoietine 2 chez des souris
transgéniques aboutit au méme phénotype que cehd@reé suite a l'inactivation du gene
Tie2 ou Angl (Maisonpierre et al., 1997)Dans la rétine, des injections intravitrées
d’angiopoietine 2 ont été effectuées chez des adtdtes et ont abouti a une chute du
recrutement des péricytes (Hammes et al., 2004).

Le TGH (Transforming Growth Factop) intervient aussi dans cette interaction entre les
cellules périvasculaires et les cellules endothediaPlusieurs études montrent que le FGF
inhibe la prolifération et la migration des celkllendothéliales lorsqu’elles sont en contact
avec les cellules périvasculaires (Orlidge and Doden 1987; Sato and Rifkin, 1989; Sato et
al., 1990). D’autres facteurs tels que ceux deaailfe des sphingosine-1-phosphates (Liu et
al., 2000), ceux de la famille des EphrineB (Satvet al., 2009), la Norrine (Zuercher et al.,
2012) ou encore les récepteurs Notch (Ehling et2@l13) participent aussi au recrutement

des cellules périvasculaires pendant le développedes vaisseaux sanguins.
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L’élagage vasculaire de la rétine

En aval du front de migration du réseau vasculditiaien, se trouve un réseau dense
de capillaires qui va au fur et a mesure du déyslogent étre remodelé pour aboutir a un
réseau vasculaire hiérarchisé (environ a la filedeemiere semaine de développement post
natal). Il sera alors possible de distinguer lesas les artéres ainsi que les capillaires par
leurs aspects morphologiques. Le remodelage dauwészsculaire passe principalement par
une étape d'élagage qui donne entre autre naissanceones dépourvues de capillaires
autour des artéred.’absence de capillaire autour des artéres pougti due a des
mécanismes de migration, de relocalisation desllesllendothéliales (Hughes et al., 2000)
ou d’apoptose via le CD18 (Ishida et al., 2003)n®aette derniére étude, le blocage du
ligand de Fas (Fas-L), acteur majeur de l'apopties® cellules endothéliales, ou celui de
lintégrine CD18, située a la membrane des lymphexyl CD8+, augmente la densité du
réseau vasculaire de la rétine. Les lymphocytes #CB8 fixeraient sur les cellules
endothéliales via une interaction CD18/ICAM-1 fasant alors une interaction Fas/Fas-L,
initiatrice de la mort cellulaire programmée deBubes endothéliales (Figure 30) (Ishida et
al., 2003).

Endothélium L Apoptose

Figure 30 : Elagage vasclaire de la rétine.

Les lymphocytes CD8+ exprimant I'intégrine CD18 viennent adhérer au niveau de |'endlotieéli
interagissant avec ICAM-1. Cette fixation induit alors une interaction Fas/Fas-L afanitia I'apoptose
des cellules endothéliales.

Les macrophages pourraient également participerpiencessus d’élagage du réseau

vasculaire rétinien. Cependant, le réle des maeaggh dans la vascularisation rétinienne
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semble complexe et double (Figure 31). La déplétims macrophages par injection
intraoculaire de liposomes de chlodronate aboutin@ réduction de la densité vasculaire
(Checchin et al., 2006). Les macrophages favoiessrda formation du plexus vasculaire

soit en promouvant la liaison entre deux celluledaghéliales (Fantin et al., 2010) soit en
sécrétant un facteur non identifié (Rymo et al.110 Inversement, l'activation des

macrophages résidents de la rétine (microglie)yqoée par une hyperoxie, entraine une
surexpression d’interleukineflet de sémaphorine 3a induisant une mort des esllul
endothéliales de la rétine et donc une perte datacas (Rivera et al., 2013).

Le VEGF jouerait, lui aussi, un role de médiatearl'élagage vasculaire de la rétine. En
effet, les souris n'exprimant plus le VEGF120, tanfie diffuse du VEGF-A, montre un

elagage défectueux (Stalmans et al., 2002).

Vascularisation des couches profondes de la rétine

A partir de la seconde semaine de développemenulzie rétinien, le processus
angiogénique va se dérouler dans les couches medode la rétine. Cette progression en
profondeur s’établit lorsque les cellules endo#ié ont atteint I'extrémité périphérique de
la rétine. La migration des cellules endothélialess les différentes couches se produit a
partir des veines, veinules et des capillaires lpFecdes veines et démarrera de maniere
perpendiculaire au plexus primaire. Comme pour lgration des cellules endothéliales
pendant la premiere semaine, la pénétration deceklsles dans les couches profondes

démarrera au centre de la rétine puis s’étendalagrériphérie (Fruttiger, 2007).
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Liaison entre deux cellules
Microglie endothéliales par un macrophage
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Figure 31 : Implications des macrophages au cours de la vascularisation rétinienne.
Les macrophages jouent un double réle lors de la vascularisation rétinienne : soit ils favorisent les pontages
entre deux cellules endothéliales, soit ils induisent I’apoptose de ces cellules.

Apoptose des cellules
endothéliales
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Matériels et Méthodes

Matériels :

Anticorps primaires

Anticorps primaire Type, Hote Dilution Fournisseur

Collagéne IV Polyclonal, Lapin 1/500 abcam, ab6586

CD31 Monoclonal, Rat 1/500 BD Pharmingen, 553370
Caspase 3 Monoclonal, Lapin  1/500 Cell SignalirfglB5

GFAP couplé au Cy3 Monoclonal, Soutis  1/500 Sig@#205

SMA-FITC Monoclonal, Sourig 1/100 Sigma, 1A4

NG2 Polyclonal, Lapin 1/500 Chemicon, AB5320
CD45 Monoclonal, Rat 1/500 BD Pharmingen, 5505
CD8 Polyclonal, Chévre| 1/500 Santa Cruz, sc-1142
CD204 Monoclonal, Rat 1/500 AbD serotec, MCA132

Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés pour les immunofluaresces

Anticorps secondaires

Anticorps secondaire | Couplage Hote | Fournisseur

IgG de Lapin Alexa-594, 488, 350 Ane Invitroger21R07 ; A21206 ; A10039
IgG de Rat Alexa-594, 488 Ang  Invitrogen, A212021208

IgG de Chévre Alexa-594 Ane  Invitrogen, A11058

Tableau 5: Anticorps secondaires utilisés pour les immuwmmiéscences
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Méthodes :

Dissection des rétines

Suite au sacrifice des animaux et a I'extractioa geux, les rétines de souris sont
disséquées. Les yeux sont fixés 5 minutes en 4RFde(paraformaldéhyde). La dissection
est réalisée sous loupe binoculaire (Nikon SMZ }0®Q'aide d’'une fine aiguille de 26
Gauge et d’'une pince dumont n°5. Grace a l'aiguilecornée est percée pour y introduire
'extrémité des pinces fines. Une fois ces pincesiiées, elles permettent de délicatement
ecarter puis retirer la sclérotique pour isoleréfine et le cristallin. Le cristallin et le réseau
hyaloide persistant sont finalement éliminés aléaile deux pinces pour ne conserver que la
rétine. Cette rétine est soit fixée toute la naihsl 4% de PFA, déshydratée au méthanol et
stockée a -20°C pour les hybridatioms situ et immunomarquages, soit congelée

directement, sans fixation, en azote liquide a@3pour I'extraction des ARNS.
Hybridation in situ in toto de miR-126-3p et miR-126-5p

Les rétines sont fixées en PFA 4% toute la nuit@G @uis rincées avec du PBT (PBS,
0.1% Triton-X100) et traitées avec la protéinasa ROpg/ml en PBT pendant 30 minutes a
température ambiante. Apres ce traitement, lesnéitlbas sont fixés a I'aide d’une solution
de PFA 4%, 0.2% glutaraldéhyde en PBT pendant Zutes. Apres une pré-hybridation
toute la nuit dans le tampon d’hybridation (50%nfamide, 5X SSC, 0.1% Triton-X100,
9.2mM d’acide citrique, 500ug/mL tRNA Coli et 50pd/ d’héparine), les rétines sont
hybridées sur la nuit dans le méme tampon avec l@eMsondes miR-126-3p ou -5p
marquées en 5 et 3 a la digoxigénine (miRCury LN#ketection probe, Exigon)
respectivement a 51 et 43°C. Les rétines sont Ensavées dans un tampon de lavage
(solution 2) (50% formamide, 5X SSC, 0.1% Triton@0] 9.2mM d’acide citrique) a 51°C
pour miR-126-3p et 43 °C pour miR-126-5p pendantniiButes. Plusieurs lavages vont
ensuite étre effectués a 43°C (miR-126-5p) et 5(tiR-126-3p) avec un mélange du
tampon de lavage (solution 2) et une solution gmante du 2X SSC/0.1% Triton-X100 en
PBT (SSCT) pendant 15 minutes chacun (75% solii@6% SSCT, 50% solution 2/50%
SSCT, 25% solution 2/75% SSCT, 100% SSCT puis @2X6SCT). Plusieurs lavages vont
étre effectués ensuite a température ambiante @S@T 2X/25% PBST (PBS contenant
0.1% Tween 20), 50% SSCT 2X/50% PBST, 25% SSCT Z%/PBST, 100% PBST)
pendant 10 minutes. Les rétines sont ensuite éai@wec 2% de sérum de mouton, 2mg/ml
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BSA en PBST pendant 1 heure a température ambardet d'étre incubées avec un
anticorps anti-digoxigénine couplé a la phosphatdsaline (Roche) durant toute la nuit a
4°C. Le lendemain, les rétines sont lavées a plusiprises toutes les heures a température
ambiante puis toute la nuit a 4°C dans une solutmtenant 2mM de levamisole en PBST.
La révélation est établie dans 100mM NacCl, 100mi8-HCL pH 9.5, 50mM MgClI2, 0.1%
Tween 20 contenant 4.5uL de NBT + 3.5uL de BCIP/imds rétines sont ensuite montées
entre lame et lamelles puis observées et photogr@pbkous une loupe binoculaire (Nikon).

Isolement des cellules CD31 positives de la rétine

Les rétines de souriceaux de 3 jours sont prékevéeées puis coupées en petits
morceaux avant une digestion a la collagénasepeltf2mg/mL, Life Technologies) et a la
DNAse | (10pg/mL, Roche) en DMEM pendant 40 minutess homogénats sont filtrés
(70um) avant de neutraliser la collagénase. Apreslyse des hématies, les cellules sont
incubées avec un anticorps bloguant (1pb¢#0ules, Becton Dickinson) pendant 45 minutes
a 4°C sous agitation. Les cellules sont ensuitakiées avec des billes magnétiques ( Life
Technologies) pré-incubées avec 1.5ug d’anticanisGD31 (Becton Dickinson) dans 25uL
de suspension de billes magnétiques. Les cellulB31€ sont isolées selon les conditions
décrites par le fournisseur. Les cellules isolées sentrifugées et le culot est repris en Trizol

pour effectuer des analyses par qPCR.
Culture cellulaire et transfection

Les cellules HUVEC Human umbilical vein endothelial céllgLonza) et HUAEC
(Human umbilical artery endothelial cell§Lonza) sont cultivées dans du milieu EGM-2
(Lonza) a 37°C, 5% Cg£et les HMVEC-L Human MicroVascular endothelial celldans de
TEGM-2 MV a 37°C, 5% CQ@suivant les recommandations du fournisskes cellules sont
transfectées avec du Primefect siRNA transfectiosagent (Lonza) en suivant les

instructions du fournisseur.
Retrotranscription, quantification absolue et relative

Les ARNs totaux sont extraits des cellules et ddmas a I'aide du Trizol (Life
Technologies) puis purifiés selon les instructidosfournisseur. 1pg des ARNs totaux sont
retrotranscrits grace au ktigh capacity cDNA Reverse TranscriptiOhpplied Biosystems).

Dans le but de quantifier les microARNs, 10ng d&NA totaux sont retrotranscrits a l'aide
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du Tagman microRNA reverse Transcription Kit et gamers spécifigues de miR-126-3p,
miR-126-5p et U6. La quantification relative esteefuée avec le Tagman gene expression
master mix ainsi que des sondes Tagman (miR-12@83p 002228) miR-126-5p (ID :
000451) et VEGF-A (Mm01281449 m1l) de chez Appliegdsystems) utilisés sur un
appareil a gPCR (StepOne). Les expressions desAids et des ARNm sont normalisées
par rapport & U6 et I'actine en utilisant la métaal 2°°“. Pour la quantification absolue,
des courbes standards sont générées en utilisarguamtité connue de miR-126-3p et miR-
126-5p et servent a établir le niveau d’expressilen ces deux microARNs dans les
échantillons d'intérét. Les graphiques représentntésultats ou I'expression de miR-126-

3p est considérée a 100%.
Immunofluorescence sur les rétinem toto

Les rétines de souris sont incubées toute la nants dune solution bloquante et
perméabilisante contenant 1% de BSA (Sigma) et 0j&%riton en PBS 1X a 4°C. Des
lavages de 10 minutes en PBS 1X sont réalisés aliatuber les rétines avec différents
anticorps primaires (Tableau #ans une solution d’incubation contenant 0,5% dé\ BS
(Sigma) et 0,25% de Triton en PBS 1X toute la @u#°C. Il est a noter que l'anticorps
primaire anti-SMA est directement couplé au FITCu@Fescein isothiocyanate), les
incubations sont alors réalisées a I'obscurité. |Besges de 10 minutes en PBS 1X sont alors
appligués avant une incubation de 2 heures a lioliécavec les anticorps secondaires,
(Tableau 5) dans la méme solution d’incubation péEédemment a température ambiante.
Trois lavages de 5 minutes au PBS 1X sont réadigast une fixation 5 minutes dans 4% de
PFA en PBS 1X. Enfin, les rétines sont montéesedatnes et lamelles en mowiol® avant

observation au microscope a fluorescence (ImageZe&iss).
Cytométrie en flux

Les cellules HUVECs sont trypsinisées, culotéess mamptées. Aprés plusieurs
lavages en tampon TP1 (PBS + 0.1% BSA + 2mM EDTA)suspension est reprise en
tampon Annexine V (Invitrogen) & 136ellules/mL avant d’étre repartie dans plusieurs
tubes a un volume de 100 pL. 5uL d'anticorps amtiexine V (Invitrogen) et 1ul d’iodure
de propidium (Invitrogen) (100pg/mL) sont ensuifeugés pendant 30 minutes sur glace a
I'obscurité avant d’ajouter 2mL de PBS et de cé&nger 5 minutes a 4°C. Le culot est enfin

repris dans 500uL de TP1 puis analysé au cytometre.
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ELISA pour le VEGF-A

Les rétines sont disséquées sur glace sans fixdtemrétines sont soniquées 2 fois
15 minutes dans 200uL de PBS 1X pour les dissociéeement. La procédure
expérimentale d’ELISA utilisée est celle décrite [gafournisseur (Quantikine Mouse VEGF

Immunoassay, R&D).
Inhibition de miR-126-5pin vivo

Des injections intraoculaires d’inhibiteur de niBRN (LNA, 0.5ul d’antimiR a
1mg/ml) couplé au cholestérol sont réalisées 3japres la naissance de I'animal (P3) pour
un sacrifice a 6 jours (P6). Ces injections se ulérd en animalerie avec une seringue
Hamilton de 5ul sous loupe binoculaire. Les animaart injectés selon le protocole de
Matsuda et Cepko (Matsuda and Cepko, 200é)suivi de l'injection est rendu possible
grace a la présence de Fast green 1% en PBS 1Bé(hé&l du volume final d'injection)
ajouté a la solution d’intérét. Enfin les animawntsreplacés avec leurs méres aprés leur

réveil.
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Figure 32 : miR126-5p est exprimé dans les cellules endothéliales in vifro et in vivo :

A : miR126-5p et miR126-3p sont exprimés dans 1’endothélium de la rétine révélée ici grace a une hybridation in sifu des
microARNSs, B : qPCR des cellules endothéliales (CD31+) et non endothéliales (CD31-) de la rétine. C : Hybridation in situ de
miR126-5p couplé a une immunofluorescence pour le collagéne IV au cours du développement vasculaire de la rétine 9 jours
apres la naissance de I’animal. D : Quantification de miR126-5p dans trois types de cellules endothéliales : Veineuses (HUVEC),
Artérielles (HUAEC), de Capillaires (HMVECL). a : artére ; v : veine ; ¢ : capillaires
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Résultats

Expression de miR-126-5p dans les cellules endotiadésin vitro etin vivo :

Des expériences d’hybridatiom situsur des rétines de souriceaux agés de neuf jours
(P9) ont permis de détecter miR-126-5p ainsi que cnplémentaire miR-126-3p dans le
réseau vasculaire de la rétine. En effet, I'expoessles microARNs est majoritairement
retrouvée au niveau des cellules endothélialessetmble que miR-126-3p et -5p ne soient
pas exprimés a des taux équivalents (Figure 32Afih de confirmer ces résultats, une
guantification absolue de ces microARNSs a étéséaldans les cellules endothéliales isolées
de rétines (CD31+). miR-126-3p et miR-126-5p sornhgipalement exprimés dans les
cellules endothéliales CD31+ isolées de rétine maguport aux cellules CD31-. Cette
quantification indique également que miR-126-3pastmoins trois fois plus exprimé que
son complémentaire miR-126-5p (Figure 32, B).
Suite a une hybridatiom situ couplée a une immunofluorescence dirigée contoellagene
IV, un marqueur de la membrane basale, I'expresd®miR-126-5p est détectée dans les
arteres, les veines ainsi que dans les capillavesinants a P9 (Figure 32, A). L’expression
de miR-126-5p s’avére homogene dans ces diffétgpes de vaisseaux (Figure 32, C). Ces
résultats sont confirmés grace a une quantificagtative de miR-126-5p par gPCR realisée
dans trois types de cellules endothéliales d’oegiifféerentes : des cellules endothéliales
veineuses (HUVEC), des cellules endothéliales ialteés (HUAEC) et des cellules
endothéliales de capillaires (HMVEC-L). En effégxpression de miR-126-5p est détectée
dans les trois types cellulaires endothéliaux. (Fég32, D). L'ensemble de ces résultats
démontre la présence de miR-126-5p au niveau dddthelium de la rétine.
Notre objectif a alors été de déterminer les phdrest induits par I'inhibition de miR-126-5p

sur la vascularisation rétinienne.
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Figure 33 : L’inhibition de miR126-5p induit une perteimportante du nombre de capillaires par apoptose dans
la rétine :

A : Pourcentage de la rétine vascularisée 6 jours aprés la naissance de la souris avec (omiR 126-5p) ou sans (omiR Ctrl)
inhibition de miR126-5pa I’aide d’une immunofluorescence contre le marqueur endothéliale CD31. B : Comptage du nombre de
zone inter-capillaires autour des veines grace a un immunomarquage CD31 dans les rétines P6 injectées avec 1’antimiR 126-5p
(omiR 126-5p) ou I’antimiR Ctrl (amiR Ctrl). C : Marquage de [’apoptose dans les rétines P6 injéctées avec I’antimiR126-5p
(omiR 126-5p)ou le contréle (omiR Ctrl) a I’aide d’un co-immunomarquage CD31 (rouge) et Caspase 3(vert). D : L’apoptose
des cellules endothéliales veineuses transfectées avec 1’anitmiR126-5p ou I’antimiRCtrl est mesurée en milieu avec ou sans sérum
a I’aide d’un marquage a I’annexine V par cytométrie en flux.

a : artére ; v : veine ; ¢ : capillaires.
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Phénotype vasculaire induit par I'inhibition de miR-126-5p dans la rétine :

Suite a l'inhibition de miR-126-5p, grace aux inteoirs de type LNA décrit dans
l'étude de la partie I, des immunofluorescendestoto dirigées contre le marqueur
endothélial CD31 ont été réalisées. L'inhibitionrddR-126-5p n’entraine aucune altération
du réseau vasculaire dans sa globalité puisqueuecentage de vascularisation de la rétine
ne varie pas comparé a la condition contréle (8, A). En revanche, il a été possible
d’observer une chute importante du nombre de cay@#l lors de cette inhibition (Figure 33,
B). Ce résultat a été quantifié par comptage dulmende zones inter-capillaires détectées
autour des veines. Ces zones inter-capillaires s&hiites en nombre de moitié suite a
linhibition de miR-126-5p (Figure 33, B). Afin dééterminer les mécanismes induisant la
perte de ces capillaires, un co-marquage cellutetotaéliale (anticorps dirigé contre le
CD31) et cellules apoptotique (anticorps dirigétomia caspase 3 clivée) a été entrepris suite
a I'inhibition de miR-126-5p dans la rétine. Ainkd,perte importante des capillaires chez les
animaux injectés avec l'inhibiteur de miR-126-5p @ssociée a une forte augmentation du
nombre de cellules caspase 3 clivée positives (Ei§3, C) suggérant un rdle pour notre
microARN d’intérét dans I'induction de I'apoptosesdcellules endothéliales. Afin d’établir
si la perte de miR-126-5p pouvait provoquer I'apspt des cellules endothéliales, nous
avons inhibé ce microARN dans des cellules HUVECawns induit I'apoptose de ces
cellules par privation de sérum. Dans toutes lggereances de cytométrie en flux réalisées,
comparé aux cellules contrdles, le taux de cellatesexine V positives, marqueur précoce de
I'apoptose, ne varie pas (Figure 33, D). Ces erpégsn vitro suggéerent que I'induction de
'apoptose dans les cellules endothéliales n’est gieectement induite par l'inhibition de
miR-126-5p.
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Figure 34 : La perte importante des capillaires n’est pasliée a une perturbation du VEGF-A, du réseau
astrocytaire ou encore des cellules périvasculaires :

A : Quantification du taux de VEGF-A dans les rétines injectées avec (omiR 126-5p) ou sans (amiR Ctrl) I’inhibiteur de miR126-
5p par qPCR sur cellules endothéliales isolées de rétines P6 ou par ELISA. B : Co-immunomarquage CD31(endothélium, vert))
GFAP (réseau astrocytaire, rouge) in fofo des rétines P6 injectées avec I’antimiR 126-5p (amiR 126-5p) ou I’antimiR Ctrl (amiR
Ctrl). C : Co-immunomarquages CD31 (cellules endothéliales)/Sma (cellules musculaires lisses, vert) et CD31/NG2 (péricytes,
vert) dans des rétines P6 injectées (amiR 126-5p) ounon (amiR Ctrl) avec I’inhibiteur de miR126-5p.a : artére ; v : veine ; ¢ :
capillaires.
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Participation des facteurs extra-endothéliaux danda perte des capillaires

par apoptose

Afin de clarifier le réle de miR-126-5p dans lesllgles endothéliales rétiniennes,
nous avons poursuivi I'analyse du phénotype ingait I'inhibition de miR-126-5p. Nous
avons dans un premier temps dosé le VEGF-A dan®igms apres inhibition de miR-126-
5p afin d’établir si des variations de taux de agtdur pouvait étre responsable de I'apoptose
endothéliale. Des expériences par gPCR, réalisgeselules endothéliales isolées de rétines
injectées, ainsi que des ELISA, réalisés sur démese totales, ont été entreprises. Ces
expériences nous ont révélé que ni le nombre asdria VEGFA, ni la concentration de la
protéine ne varie lors de l'inhibition de notre mIGRN d’intérétin vivo (Figure 34, A).
Support du plexus vasculaire, le réseau astroeytparticipe a la stabilité de la
vascularisation dans la rétine. Afin de détermiteerparticipation de ce réseau dans le
phénotype observé, un co-immunomarquage CD31 [esll@endothéliales) et GFAP
(astrocytes) a été effectué suite a linhibition méR-126-5p. L'organisation du réseau
astrocytaire n’est pas altérée suite a l'inhibitaen ce microARN indiquant que I'apoptose
endothéliale observée n’est pas reliable a une alewte ce réseau (Figure 34, B).

Enfin, le recrutement des cellules périvasculafpEsicytes et cellules musculaires lisses) a
été vérifié sur la vascularisation rétinienne. Diesmunomarquages CD31 (cellules
endothéliales) / SMA (cellules musculaires lissets)CD31 (cellules endothéliales) / NG2
(péricytes) dans nos conditions d’inhibition de R1IEBB-5p ont permis de mettre en évidence
la présence de ces cellules associées au résealanas et ce malgré I'inhibition de notre
microARN d’intérét (Figure 34, C).

Ces derniers résultats suggerent que l'inductionladgerte massive de capillaires par
apoptose des cellules endothéliales lors de I'itibhibde miR-126-5p dans la rétine n’est pas
induite par un défaut du taux de VEGF, de l'orgami du réseau astrocytaire ou de

recrutement des cellules périvasculaires.
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Figure 35 : Recrutement de macrophages dans les rétines lors de P’inhibition de miR126-5p.

A : Co-immunomarquage CD31(endothélium, vert)/CD45(leucocytes, rouge) dans des rétines P6 injectées avec 1’antimiR126-5p
(omiR 126-5p) et I’antimiR Ctrl (oomiR Ctrl). B : L’absence de lymphocyte T CD8 lors de I’inhibition de miR126-5p (omiR 126-
5p) dans des rétines P6 est mise en évidence grace a un triple marquage Collagéne IV (lame basale, bleu), CD45 (leucocytes,
vert), CD8 (Lymphocyte T CD8, rouge). C : Observation de la perte des capillaires associée au recrutement des cellules CD45+
lors de I’inhibition de miR126-5p (aomiR 126-5p)dans des rétines P6 de souris SCID marquées Collagéne IV (lame basale,
bleue)/CD45 (leucocytes, rouge). Comptage du nombre de zones inter-capillaires dans le réseau vasculaire des souris SCID lors de
I’inhibition de miR-126-5p. D : Identification des leucocytes présents lors de I’inhibition de miR126-5p (amiR 126-5p) dans des
rétines P6 a 1’aide d’un co-immunomarquage Collagéne IV(lame basale, bleue)/CD204 (Macrophages, rouge). a : artére ; v : veine
; ¢ : capillaires.

122 |Page



Recrutement massif de macrophages suite a l'inhibdn de miR-126-5p

dans la rétine

Sachant que I'apoptose endothéliale peut étre tghair des cellules T CD8+ recrutée
sur I'endothélium (Figure 30) (Ishida et al., 2008pus avons cherché a analyser si
'apoptose induite par l'inhibition de miR-126-5m@# due a un recrutement de ces cellules.
Des immunofluorescences dirigées contre I'antiggame-leucocytaire CD45 couplées a un
marquage CD31 (cellules endothéliales) ont étéiséed sur des rétines injectées avec
linhibiteur de miR-126-5p. Un marquage massif dacocytes CD45+ est observé lors de
l'inhibition de miR-126-5p dans la rétine (Figurg, ). Afin d’identifier plus précisément
ces leucocytes, un triple marquage Collagene IV nfbrane basale des cellules
endothéliales)/CD45 (pan-leucocytaire)/CD8 (lymptiecT CD8+) a été entrepris. De
maniere surprenante, les leucocytes recrutés auiiehibition du microARN miR-126-5p
n'expriment pas a leur surface I'antigene CD8 (Fég85, B). Afin d’écarter définitivement
une éventuelle participation des lymphocytes damspthénotype endothéliale observé,
l'inhibiteur de miR-126-5p a été injecté en intralagre chez des souris SCID (dépourvues de
lymphocytes B et T). L’analyse par double marqu@@el5/Collagéne IMn toto des rétines
a permis de retrouver le méme phénotype vasculgiee lorsque l'inhibiteur de notre
microARN d’intérét est injecté dans des souris imoaompétentes (Figure 35, C). Ces
derniers résultats suggerent donc que I'apoptosecdlules endothélialeim vivo suite a
I'injection de I'inhibiteur de miR-126-5p n’est passociée a un recrutement de lymphocyte
T ou B comme dans le modéle proposé par Ischidalketborateurs (Figure 30)(Ishida et al.,
2003).

Afin d’identifier les cellules CD45+ recrutées lade l'inhibition de miR-126-5p dans les
rétines, un double marquage Collagene IV et CD&Ejpritairement exprimé a la surface
des macrophages activés, a été entrepris. Ces ioflnorescences ont révélé un recrutement
important de macrophages CD204+ lors de I'inhibitie miR-126-5p dans la rétine (Figure
35, D).
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Perspectives

L’inhibition in vivo de miR-126-5p dans le modele de la rétine indui¢ perte
importante des capillaires par apoptose des cslietelothéliales. Cette perte de capillaires
est accompagnée par un recrutement massif de feso€D45+ que nous avons identifié
comme étant des macrophages.

L’identification du role joué par les macrophagessl la disparition des capillaires de la
rétine est déterminante afin de conclure quantfangtions de miR-126-5m vivo. En effet,

les macrophages peuvent, dans notre modele, sditiper activement a l'induction de
'apoptosein vivo des cellules endothéliales, soit étre seulemeotut&s suite a cette
apoptose massive. L'inhibition de miR-126-5p ches douris op/op n’exprimant plus le
géne CSF-1, indispensable au développement desphagyes et par conséquent a la mise en
place de la microglie de la rétine (Kubota et &009), permettra d’évaluer si les
macrophages sont responsables de la perte detaicapirétiniens. Dans la littérature, les
réles des macrophages au cours du développemeanilaias de la rétine sont multiples. En
effet, ces cellules, provenant majoritairementalenicroglie localisée dans les couches plus
profondes de la rétine, peuvent favoriser la foromatle nouveaux vaisseaux sanguins en
jouant un réle de « pont » entre deux cellules #r@ales (Fantin et al., 2010). A l'inverse,
au cours de la premiére semaine, ces cellulescipamit activement a la dégradation du
réseau vasculaire hyaloide en activant la voie WINbbov et al., 2005) ou encore a la mort
cellulaire des cellules endothéliales de la membyaupillaire (Diez-Roux and Lang, 1997).
D’autre part, une étude récente a démontré queividion de la microglie induite par
hyperoxie chez la souris augmentait la productibntetleukine 3 par ces cellules et la
sécrétion accrue de sémaphorine 3a par les cellglsglionnaires de la rétine.
L’accumulation de cette protéine neuronale menesaoune apoptose ciblée des cellules
endothéliales (Rivera et al., 2013).

Nos études préliminaires réalisées dans la rétmanontré que l'inhibition de miR-126-5p
induisait également une augmentation de l'interileeikf3 et de la sémaphorine 3a suggérant
alors une activation de la microglie (Figure 36prés validation de ces résultats, il serait
donc intéressant dans un premier temps d’éluciderplication de miR-126-5p et
éventuellement de SetD5 dans l'activation des npdrages résidents de la rétine. Afin de
répondre a cette hypothése, nous pourrions réalisehybridationn situ de miR-126-5p ou

de SetD5 couplé a un immunomarquage des macroplfiged’établir si leurs expressions
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peuvent étre détectées dans les macrophages détime. rSi ces résultats s’averent

concluants, il serait alors intéressant d’évaliemiR-126-5p induit une activation de la

microglie via la régulation de SetD5 en utilisaat TargetBlocker SetD5 que nous avons

modélisé. Ultérieurement, nous pourrions envisatermloquer l'interleukine A et/ou la

sémaphorine 3a afin de confirmer l'implication a@gte voie moléculaire dans l'induction de

I'apoptose des cellules endothéliales suite aibimlon de miR-126-5p dans la rétine.

A * B
! 5
£ 3 2
B 3
o c 4
s 2,5 1 s
N @
£
S 2 5 3
o e
g 15 A Bl amiRCtrl ©
o 7 e
2 2 amiR126-5p S 2
3 14 3
© < 1
£ 0,5 - =
c c
s ©
3 0 g 0
-1
Interleukine 13
-2

% %

|

%

@ amiRCtrl

amiR 126-5p

Sémaphorine 3a

Figure 36 : Expression de I’interleukine 1 et de la Sémaphorine 3a lors de I’inhibition de miR-

126-5p dans la rétine.

A : Quantification relative d’interleukine 3 dans les rétines injectées avec l’inhibiteur miR-126-5p (amiR-126-
5p) ou un contréle (amiR-Ctrl). B : Quantificationrelative de la sémaphorine 3a dans les rétines injectées
avec l'inhibiteur de miR-126-5p (amiR-126-5p) ou un controle (omiR-Ctrl).
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont peti@iablir les toutes premiéres
fonctions physiologiques de miR-126-5p dans lekiles endothéliales.
A I'image de son gene hote et de son microARN cémgitaire, miR-126-5p contrle le
recrutement des leucocytes. Les deux cibles que awvons identifiees dans cette étude
conférent toutefois a miR-126-5p des fonctions gges en ce qui concerne I'adhérence et la
transmigration leucocytaire.
En régulant négativement ALCAM, miR-126-5p fonctiende concert aveegfl7 et miR-
126-3p, et verrouille complétement le processusedeutement tissulaire des leucocytes en
empéchant la transmigration endothéliale. Les @ésivsynergiques dyfl7 et de ses
microARNSs introniques sont en accord avec la tésglon laquelle un géne hobte et ses
microARNSs participent avec cohérence a la régutadion méme processus biologique.
Ce puissant contréle négatif du recrutement desolgdes paregfl7 et ses microARNs
intronigues semble toutefois limité a certainsusssomme nous avons pu le constater dans
les poumons des souriceaux. Cette information fem$emble de nos résultats cohérents
puisqu’il apparait que miR-126-5p ne contrble pasutanément positivement I'adhérence
des leucocytes et négativement leur transmigration.
L’identification de SetD5 comme cible de miR-126+5qus ouvre un champ d’investigations
extraordinaire. Nos travaur vitro etin vivo sur ce géene, dont les réles biologiques étaient
inconnus, ne semblent pas nous conduire vers tiftdstion d’'une seule et méme fonction
pour SetD5. La poursuite de I'analyse du phénotgda rétine, suite a I'inhibition de miR-
126-5p, devrait nous permettre de suggérer la joaimiere fonction biologique de SetDb
Vivo.
Tout reste a établir quant a ce nouveau gene. @gsnp d’expression au cours du
développement embryonnaire et dans des situatiati®lpgiques doivent étre précisés. I
sera intéressant d’évaluer si ce gene s’exprimeocaus du développement tumoral sachant
gue des fonctions ont été attribuées a miR-126tbgaars de ce processus. Sa séquence
protéigue reste a caractériser ainsi que la laais subcellulaire de la protéine. Il est
possible que SetD5 soit localisé dans le noyau cerarsuggere la présence du domaine
SetD dans la séquence protéique de SetD5 préalabiedtablie par bioinformatique. Des
anticorps dirigés contre SetD5 pourront étre prsdorsque la séquence protéique de SetD5
aura été validée et permettront de mieux caraetél@sprotéine SetD5 (poids moléculaire,
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modifications post-traductionnelles...). Enfin, I'ctevation de ce géne sera des plus
informatives quant a ses fonctions. Une premiehgbition chez le poisson Zebre pourrait
rapidement conduire aux premiéres données condefeanrélesin vivo de SetD5.
L’inactivation de SetD5 par recombinaison homologhez la souris sera sans doute I'étape
ultime dans la caractérisation des fonctions dgece.

Mes travaux de these ont mis en évidence deuxscgmer miR-126-5p mais il est probable
que les fonctions de ce microARN ne se limitent pases deux cibles. Nous pourrions
reprendre les données de notre analyse par miayoafin d’éventuellement valider d’autres
cibles que nous n'avons pas sélectionnées dane pogmier tri. De plus, des études de
protéomique pourraient également nous permettrdexfifier d’autres cibles pour ce
microARN. Il est également envisageable de réaligsenouvelles analyses par microarray
ou protéomique dans d’autres types cellulaireslegieellules endothéliales puisque, dans la
rétine, miR-126-5p pourrait également étre fomste en dehors de I'endothélium.

A terme, miR-126-5p pourrait éventuellement étresidéré comme une cible thérapeutique.
Quelgues sociétés pharmaceutiqgues ont émergé danmitl de développer des outils
thérapeutiques de type inhibiteurs de microARNgaPmiR 208, miR15/195, miR 145 ou
miR 92 sont entrés en études pré-cliniques dacadee de pathologies cardiovasculaires.

Il restera a déterminer si inhiber miR-126-5p aursade pathologies particulieres pourrait
apporter un bénéfice dans la lutte contre celleBeiplus, inhiber miR-126-5p ne sera peut-
étre pas efficace sans envisager d’inhiber siméttentegfl7 et miR-126-3p.

132 |Page



ANNEHE



134 | Page



Annexe

Egfl7 est spécifiquement réprimé dans les artéres au caurdu

développement vasculaire de la rétine

Au cours de ma thése, jai également réalisé undeétomparative des expressions
d’'egfl7 et de miR-126-3p au cours du développement vaseutie la rétine. Comme
précédemment décrit pour miR-126-5p dans la pa2tigles résultats du manuscrit,
'expression de miR-126-3p est détectée de facomogeéne dans le réseau vasculaire
rétinien puisque ce microARN est exprimé dans Ehiles endothéliales des arteres, des
veines et des capillaires. En revanche, le patrerpdession dégfl7 differe quelque peu
puisque son expression est détectée dans toutesliigies endothéliales rétiniennes a 2 jours
de développement post-natal mais n’est plus reéeupe dans les cellules endothéliales des
veines et des capillaires 5 jours aprés la naissedncsouriceau. Ce différentiel d’expression
d’'egfl7 est également observé a 9 jours de développenustinptal. Comme la chute
d’expression dgfl7 coincide parfaitement avec le recrutement desleslimusculaires lisses
au niveau des artéres dans ce modele, nous avass@ypothése que le recrutement de ces
cellules pouvait moduler I'expression de ce génesdas cellules endothéliales artérielles.
Des injections intraperitonéales d’anticorps blaguaour le récepteur béta du PDGF nous
ont permis d’empécher le recrutement des cellulégvgsculaires dans la rétine de
souriceaux et d’analyser les effets sur I'expressiegfl7. Ces injections ont mis en évidence
gue le recouvrement des artéres par les cellulssutaires lisses n’est pas responsable de la
chute d’expression dyfl7. D’autres voies de signalisation restent a explpoar identifier le
mécanisme responsable de cette modulation d’expreageérielle. De plus dans la rétine, la
régulation d’expression du duplex miR-126-3p/126dHfere de celle de leur gene hote, ce

qui reste également a élucider.
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Abstract :

The neurovascular unit of the central nervous syjlENS) is composed of vascular
endothelial and mural cells which interact closelth glial cells and neurons. This
specialized structure establishes the blood bramidy which strictly controls the molecular
exchanges that take place between blood and the. GR& development of the CNS
vascularisation is a unique process because iiresgthe contribution of specific regulators
in addition to the classical angiogenic factors.

The egfl7 gene is mainly detected in endothelial cells dyrphysiological and
pathological angiogenesi&gfl7 is the host gene of the microRNA miR126 which lsoa
expressed in endothelial cells and which plays mdjmctions during blood vessel
development. While the expression @jfl7 and that of miR126 were well described in
endothelial cells during embryonic or postnatal elepment, their pattern of expression
during the establishment of the CNS vasculatusgilisunknown.

By analysing the expression @jfl 7 and miR126 during mouse retina vascularisation,
we found thategfl7 expression is progressively restricted to veind @ntheir neighbouring
capillaries while expression of miR126 is detedtedll endothelia. The recruitment of mural
cells around retina arteries coincides with the mloegulation ofegfl7 in the arterial
endothelial cells, suggesting that this recruitmeamild be involved in the repressionegfl7
in arteries. However, the expression patteregfif7 is similar when mural cell recruitment is
prevented by the injection of a PDGPERblocking antibody, suggesting that vessel

maturation is not responsible fegfl 7 down-regulation in retinal arteries.
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Introduction:

In blood vessels, endothelial cells and mural cedlsch as pericytes and smooth
muscle cells, are the major cellular componentthefvascular wall. In the central nervous
system (CNS, i.e. brain, spinal cord and retindylittonal cell types such as glial cells and
neurons interact with endothelial cells and pedsyb form the neurovascular unit [1,2]. This
specialized structure forms the blood brain barsdrich is essential to the CNS homeostasis
through the selective transport of essential notsi@nd the exclusion of potential toxins, to
the regulation of the CNS blood flow, and to newaoactivity [3]. During embryonic
development, the CNS is predominantly vasculartsge@ngiogenesis, the process by which
new blood vessels bud from the existing vasculavok [2,4]. As for the non-CNS tissues,
key angiogenic signalling pathways (notably VEGIetét, PDGF, Angiopoietin and TG}
are required for the vascularisation of the CN8][Zlowever, specific signalling proteins are
involved in angiogenesis of the CNS, such as thd/fAtatenin pathway [5] or the death
receptors DR6 and TROY [6], indicating that in tG&S, blood vessel development is a
specific process. The perinatal mouse vasculanisati the retina is the most extensively
studied model for the analysis of the vascular grment of the CNS [2]. The rodent retina
does not have its dedicated vasculature beforearith, when blood vessels emerge from
the optic nerve head [7]. These vascular sproutsasiptowards the retinal periphery directed
by the astrocyte network and form the primary vescwplexus after one week of
development. During this vascular expansion, bleessels located behind the vascular front
are remodelled by extensive pruning, in particiathe vicinity of arteries where capillary-
free zones emerge. The maturation of these veaselsoccurs through the recruitment of
mural cells (pericytes and smooth muscle cells) #dredestablishment of the blood-retina-
barrier which may become functional approximately tlays after birth [7]. From veins and
neighbouring capillaries of the primary vasculatwogk will later emerge and expand the
deeper vascular plexi of the retina located withim nerve fibre layer and the plexiform layer
which will form with the inner plexus the final ne& vasculature [7].

Egfl 7 expression is mainly restricted to endotheliallsceluring physiological and
pathological blood vessels development [8-10]. Egflodes for a protein which is
predominantly associated with the extracellularrmdECM) as Egfl7 is abundantly detected
in the ECM of Egfl7-producing cells and co-locafiseith several matrix components such as
fibronectin and elastin in blood vessel walls [2],1n vitro, Egfl7 promotes endothelial cell
adhesion, though less efficiently than other ECivhponents such as fibronectin or collagen

[12]. Within its intronic sequence, tregfl7 gene harbours the endothelial-specific miRNA
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miR126 which functions during vascular developmeste clearly demonstrated [13-15].
The presence of miR126 in tbgfl7 gene rendered the investigation of Egfl7 functidneng
blood vessel development quite complex and thelasions still remain controversial [14].
In zebrafish, the knockdown adgfl7 leads to an abnormal vasculature characterized by
tubulogenesis defects [9]. In contrast, Egfl7 deficy in mice does not induce any clear
vascular phenotype [14]. Interestingly, transgemmuse models where Egfl7 was
overexpressed in keratinocytes [11] or in endotthetiells [16] indicated that Egfl7 is
involved in vascular development and maturatiorcdaytrolling the activity of lysyl oxidases,
the enzymes which convert tropoelastin into insl@bastin fibers [11] and by regulating the
Notch signalling [16].

The expression patterns efffl 7 and that of its intronic microRNA miR126 during
CNS vascularisation have not been described. Heeeanalysed the expression pattern of
egfl 7 and miR126 during retinal vascular developmegtf.7 has a unique expression pattern
during retinal vascularisation as it appears pregwely restricted to the endothelial cells
covering the veins and their neighbouring cap#sriln contrast, miR126 is homogenously
expressed in all endothelial cells of the retimateloping vasculature, regardless of venous or
arterial origin. The down-regulation dgfl7 in arterial endothelial cells during artery
differentiation is not due to the recruitment ofaath muscle cells during maturation of these
new blood vessels. These results demonstrate dofirgt time a different expression pattern
for egfl7 depending on blood vessels types and dissociateetjulation of expression effl7
from that of miR126.
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Materials and Methods:

Animals :

OF1 pregnant mice were from Charles River. VM haevel | Animal Experimentation
diploma (France) and an authorization to perfornmahexperiments (#59-35066) delivered
by the Prefecture de la Region Nord/Pas de CalBi®tocols used in this study
(intraperitoneal injections in mice) were approvey the North of France veterinary
department (Direction Départementale des serviégdrimaires du Nord). For whole mount
retina analysis, pups were sacrificed by decapitasit the indicated postnatal stage and the
retinal cups were separated from the eye tissudsrunnocular (Nikon) after a brief fixation

in PBS, 4% PFA.

Cell culture:

Commercial primary human umbilical vein endothetialls (HUVEC) and primary human
umbilical artery endothelial cells (HUAEC) were fmoPromoCell and were cultured in
Endothelial cell growth medium-2 following the mdacturer’s instructions. Cells were
plated at 20,000 cells/Githree days before RNA extraction.

RNA purification and quantification:

Cells were lyzed in Trizol (Life) and RNAs purifiedbllowing the manufacturer’s
instructions. To quantify egfl7, EphB4, EphrinB2J4) Coup-TFIl andBactin mRNAs, total

RNAs were reverse-transcribed using High CapaciDNA& Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). For microRNA quantificatiotgtal RNA were reverse transcribed
using Tagman microRNA Reverse Transcription Kit do@ (#001973) and miR126-3p
(#002228) specific primers (Applied Biosystems)ladee quantification of transcripts was
performed using Tagman gene expression master mixspecific Tagman probes (egfl7,
Hs00211952_m1; EphB4, Hs00174752_ml; EphrinB2, B80627_m1; DIl4, Hs

00184092_m1, Coup-TFIl, Hs00819630_m1 apalctin, Applied Biosystems) using a
StepOne system. miRNA and mRNA expression levelsewpiantified using the 2t

method and normalized to U6 afdctin levels, respectively.

In situ hybridization:
Egfl7 digoxigenin-labelled probe was synthesizedescribed in Soncin et al [10]. Dissected
retina were fixed in PBS, 4% PFA overnight at 4fi@sed in PBS, 0.1% Triton-X100 (PBT)

and treated with proteinase K (&#Jml in PBT) for 30 min at room temperature before
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fixation for 20 min. After pre-hybridation, retinaere either hybridized overnight in 50%
formamide, 5X SSC, 0,1% Triton-X100, 9,2 mM citacid, 500ug/mL yeast RNA and
50ug/mL  heparin (hybridization buffer) containingpnM of miR126-3p 5 and 3
digoxigenin-labelled probe (Exigon) at 51°C or 8% formamide, 5X SSC, 0,1% Triton-
X100, 2% Blocking powder (Roche), 0.5% Chaps, 5SmDBITE, 500pug/mL yeast RNA and
50pg/mL heparin (hybridization buffer) containingigiml of digoxigenin-labelled egfl7
probe at 60°C. Retina were washed with 50% formapX SSC, 0,1% Triton-X100 (wash
solution) containing either 9,2mM citric acid (miR6 probe) or 0.5% Chaps (egfl7 probe)
for 15 min at their respective hybridization tenggare, then with increasing amounts of 2X
SSC/0.1% Triton-X100 mixed with the wash soluti@idre final incubation in PBT at room
temperature. Retina were treated with 10% sheepmse20 mg/mL BSA in PBT for 3h at
room temperature before incubation with the allaliphosphatase conjugated anti-
Digoxigenin antibody (Roche) overnight at 4°C. Ratiwere finally washed in PBT
containing 2 mM levamisole and stained in 100 mN$-HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 50 mM
MgCl,, 0.1 % Tween-20 containing 4.5 pL/ml NBT and 315ml BCIP. When indicated,
retina were then treated for endothelial cell imogtaining either with isolectinB4 or with
anti-collagen IV antibody. Retinas were finallytflaounted between slides and coverslips
and photographed under binocular (Nikon) or mioopgc (Axiolmager Zl-apotome

microscope, Zeiss).

Immunofluorescence staining:

Retinas were fixed overnight in PBS, 4% PFA. Altexshes with PBS, retinas were treated
overnight with PBS, 1% BSA, 0.5% Triton X-100. Whiedicated, retinas were treated with
biotin-labelled Griffonia simplicifolia isolectin48 (isolectin-B4, Vector laboratories)
following the protocol described by Gerhardt antleagues [17]. Retina were then incubated
with rabbit anti-chondroitin sulphate proteoglyc&ts2 antibody (Millipore) and FITC-
labelled mouse monoclonal aletismooth muscle actin antibody (Sigma) overnighPBSS,
0.5% BSA, 0.25% Triton X-100. After washes in PB&jna were incubated for two hours
with alexa-350 streptavidin and with alexa-594 Garatt-Rabbit antibody (Life) in PBS, 0.5%
BSA, 0.25% Triton X-100. After washes with PBS jmatwere fixed 5 min in PBS, 4% PFA
and flat mounted with Mowiol. For type IV collagestaining, a similar protocol was
performed using Rabbit anti-type IV collagen (abyamnd alexa-594-goat anti-rabbit (Life)
antibodies. Retinas were photographed under miopesc(Axiolmager Zl-apotome

microscope, Zeiss).
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In vivo inhibition of mural cell recruitment:
Daily intraperitoneal injections of anti-PDGFRI( i@etriences, clone APB5, 10§/pup)
antibody were performed from PO to P9, as descityedemura and colleagues [18]. Control

animals were injected with vehicle alone as descrin [18].
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Results:
Egfl7 isdifferentially expressed in arteries and veins of theretinal vasculature:

The expression pattern effl7 was analysed by in situ hybridization during ratin
vascular development at P2, P5, P9 and P14 (comdspg to two, five, nine and fourteen
days after birth). At P2, the retinal vascular matwhas just emerged from the optic nerve
head [7]. Egfl7 transcripts were detected in atlahelial cells at this stage (Figure 1A and
supplementary figure). At P5, the retinal vasculattovers at least half of the retina surface,
arteries and veins alternate and are already disshable based on the presence of capillary
free zone around arteries [7]. Egfl7 expressiotovs in arteries and most of the signal is
restricted to venous endothelial cells (Figure 1¥jhen type IV collagen staining was
combined withegfl 7 in situ hybridizationggfl 7 expression at P5 was mainly detected in veins
and their numerous neighbouring capillaries whil@as faintly detected in arteries and in the
rare capillaries delimitating the capillary freenes (Figure 1B). At P9, when the vasculature
reaches the periphery of the retina [7], the v@eacdic expression pattern effl7 is fully
conserved (Figure 1A, B) whereas at Pdgfl7 expression somehow decreases in the retinal

vasculature while the remaining signal is stilltresed to venous endothelial cells.

mMiR126 has a different expression pattern than its host genein theretinal vasculature:

mMiR126 is located within the intron 7 of tegfl 7 gene and during embryonic vascular
development, its expression was reported to dementhe same promoter region and to
correlate with that oégfl7 in endothelial cells [13,15]. During the developrnef the retina
vasculature, the expression of miR126 strongly rdiee from that okgfl7, as the venous-
specific expression ofegfl7 was not observed for miR126. Indeed, miR126 was
homogenously detected in the whole retinal vascuawork, as illustrated at P9 in Figure
2A. This was true at all stages analysed (P2, Bsriel P14) where miR126 was constantly
detected in both veins and arteries, as revealeshwjpe IV collagen staining was combined
with miR126 in situ hybridization (Figure 2B). Inddition, miR126 is also expressed in
capillary endothelial cells and its expression hsgo recede in these cells at P14 (Figure
2B).

The venous-specific expression of egfl7 is not preserved in arterial and venous endothelial
cells of the umbilical cord:

Egfl 7 transcript levels were measured by RT-gPCR in @rynendothelial cells from
veins (HUVEC, human umbilical vein endothelial sgland from arteries (HUAEC, Human
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umbilical artery endothelial cells). While thesellsestill preferentially express venous
(COUP-TFII, EphB4) and arterial markers (EphrinBR24, Figure 3A, B), respectivelygfl 7
and miR126 are similarly expressed in both cellesypegardless of their vascular origin
(Figure 3C). This is consistent with the undifferated expression pattern edfl 7 previously
observed in veins and arteries of non-CNS vasadd®&+10] and suggests that the venous-
specific expression pattern of egfl7 may be spetdithe vasculature of the CNS, such as in

the retina.

Recruitment of retinal smooth muscle cells coincides with the low expression level of egfl7
in arterial endothelial cells but does not modulate egfl 7 expression in these cellsin vivo.

As egfl7 is down-regulated in arterial endothelial cellsridg retina vascular
development, we attempted to characterize the mlaleanechanisms which govern this
down-regulation in vivo. During retina vascular dipment, the whole growing vasculature
is covered by pericytes, as revealed by chondrsitifate proteoglycan NG2 staining of P9
retina (Figure 4). In these conditions, smooth rfeusells which express smooth musale
actin (SMA) are exclusively detected around arte(ieigure 4A). In the OF1 mouse strain,
the SMA-positive mural cells are first detecteduard retinal arteries at P5 at the vicinity of
the optic nerve head and they progressively caverentire artery at P9 (Figure 4B). The
presence of the SMA-positive mural cells thus caies with the down-regulation effl 7 in
arterial endothelial cells. To evaluate whetherdbe/n regulation oégfl7 expression during
retina vascular development in arterial endothelgls was due to the arrival of these SMA-
positive mural cells around arteries, we inhibitediral cell recruitment and thereafter
analysedegfl7 expression in P9 retinas. For this purpose, atbaay directed against
PDGFRI was injected in pups at birth and duringfdflewing 9 days so as to interfere with
the recruitment of mural cells by blocking the PDBB/ PDGFRM signalling [18]. As
expected, the PDGFRIM blocking antibody preventedréicruitment of both types of mural
cells (pericytes and smooth muscle cells) as redealy NG2 and SMA co-staining of P9
retinas (Figure 5A). In addition to the mural cddificiency and as reported by Uemura and
colleagues [18], the retinal vasculature of pupscied with the PDGFRI3 blocking antibody
showed structural defects such as dilated andrtkstdlood vessels (Figure 5B). However,
as arteries still appear thinner than veins andhascapillary pruning is still somehow
maintained after antibody injection, veins and regteare still distinguishable in this model.
Most interestingly, the deficiency of mural celid dot modify the specific expression pattern

of egfl7 which was still highly expressed in veins and tigidetected in arteries (Figure 5C),



244  indicating that mural cell recruitment does noteaffegfl7 repression in arterial endothelial
245  cells.
246
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Discussion:

In this study, we described for the first time trgginal expression pattern effl7
during retinal vascular development. Second, wevelahategfl7 and its intronic microRNA
mMiR126 have separate expression patterns in tlsisulature, unlike previously observed in
other vascular beds.

The down-regulation oégfl7 during retinal artery differentiation differs gtBafrom the
homogenous endothelial expressioregff7 described previously in the non-CNS vasculature
[8-10]. It would be interesting to evaluate whetli@s down-regulation oégfl7 expression
during retinal artery differentiation is found ith @NS locations, notably during the hindbrain
vascularisation which represents another well-attareed CNS angiogenic model [19] or
whether this expression pattern is specific tort#tma. In the latter case, this would suggest
that egfl 7 displays specific endothelial functions in sebleetregions of the CNS. Similar
restrictive functions during CNS angiogenesis wegported for the Orphan G Protein-
coupled receptor GPR124 which deficiency inducescwiar defects in the neural tube and
the forebrain while it does not affect angiogenésishe embryonic diencephalon, mid-and
hind-brain or in the non-CNS tissues [20].

Vascular development @ifl 7-deficient mice occurs normally, notably in the enrvascular
plexus of the retina, as described by Kuhnert andl14]. However, the arterio-venous
differentiation of the retina vasculature was nloaracterized iregfl7 deficient mice neither
the development of the deeper retinal vasculari plexthe establishment of the blood retina
barrier. Given the specific expression patterregsf/ in the retina, such investigation would
be helpful to characterize Egfl7 functions in ratiendothelial cells.

Smooth muscle cell (SMC) recruitment is not resige for the down-regulation of
egfl7 expression in arterial endothelial cells of thenae as revealed in this study. This result
seems coherent with thegfl 7 expression observed in the endothelial cells eftbn-CNS
arteries [8-10]. Indeed, these vessels expegf§ although they are covered by smooth
muscle cells. In neurospheresgfl 7 expression is up-regulated when the Notch pathiway
inhibited, indicating that in these cellgfl7 expression is controlled by the Notch pathway
[21]. In addition, hyperoxia decreasegfl7 expression level in the lungs of neonatal rats or
HUVEC indicating thaegfl 7 expression is sensitive to the levels of oxyge].[Zhe Notch
pathway and the levels of oxygen are two other thgses to explore in order to identify the
molecular mechanisms responsible for the down-egigui of egfl7 in arterial endothelial

cells of the retina.
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Figure legends:

Figure 1: Egfl7 expression during retinal vascular development

A: egfl 7 expression detected by in situ hybridization (tdtening) in flat mounted retinas of
two- (P2), five- (P5), nine (P9) and fourteen- (Ptéay old mouse pupd®: Combined
collagen IV (Coll IV) immunostaining anebfl 7 in situ hybridization in flat mounted retinas
of five- (P5) and nine- (P9) day old mouse pupsaréery ; v, vein. Magnifications are

indicated.

Figure 2: miR126 expression in the retinal vasculatre

A: egfl7 transcripts and miR126 detected by in situ hykaton on flat mounted retinas of
nine day-old mouse pups (PB: Combined collagen IV (Coll IV) immunostaining and
miR126 in situ hybridization in flat mounted retsnaf two- (P2), five- (P5), nine- (P9) and
fourteen- (P14) day old mouse pups. a, arterywew. Magnifications are indicated.

Figure 3: Egfl7 and miR126 expression in HUVEC and HUAEC primary @dothelial
cells

A: Relative quantification by RT-gPCR of EphrinB2all4 in venous HUVEC and arterial
HUAEC primary endothelial cells. Levels were norinadl to those of HUVEC arbitrarily set
to 1. B: Relative quantification by RT-gPCR of COUP-TFhdaEphB4 in HUVEC and
HUAEC primary endothelial cells. Levels were norinadl to those of HUVEC arbitrarily set
to 1. C: Relative quantification by RT-gPCR effl 7 and miR126 in HUVEC and HUAEC
primary endothelial cells. Levels were normalizedhose of HUVEC arbitrarily set to 1.

Figure 4: Mural cell recruitment during OF1 mouse retina vascular development

A: Upper panel: pericytes (NG2) and smooth muscls ¢MA) immunostaining in flat
mounted retinas at P9; middle and lower panelshdrignagnification of the retina co-
immunostained in A, whole vasculature (isolectin),Bgericytes (NG2) and smooth muscle
cells (SMA). B: Co-immunostainings of endothelial cells (isoledB4, IsoB4) and smooth
muscle cells (SMA) in retinas harvested from twie2), five- (P5), nine (P9) and fourteen-

(P14) day-old mouse pups. a, artery ; v, vein. Nfagations are indicated.

Figure 5: Egfl7 expression in mural cell deficient retinal vasculture
A: Co-immunodetection of pericytes (NG2) and smaotiscle cells (SMA) in P9 retina from

pups injected with vehicle or from pups injectedhwthe blocking antibody directed against

15
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the PDGFR («PDGFR3). B: Type IV collagen immunostaining showing the vdatire of
P9 retina from pups injected with vehicle or frompp injected with the blocking antibody
directed against the PDGBR (aPDGFR3). C: Combined collagen IV (Coll V)
immunostaining andgfl7 in situ hybridization in P9 retina from pups irtied with vehicle or
from pups injected with the blocking antibody diext against the PDGBRoPDGFR3). a,
artery ; v, vein. Magnifications are indicated.

Supplementary Figure 1: Homogenous expression effl7 in P2 retina vasculature

Combinedegfl 7 (left) in situ hybridization and endothelium iscli@ B4 staining (right) in
two day-old pup (P2) retinas.
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Résumeé

Expression et fonctions du microARN miR-126-5p danses cellules
endothéliales.

Le géeneEgdfl7 codant une protéine majoritairement sécrétée parcidlules endothéliales a été
découvert au sein du laboratoire. Ce gene a lacpkmtité d’héberger dans sa séquence introniquex de
microARNs complémentaires nommés miR126-3p et n#R-Ap. Les microARNs sont de petites séquences de
20 a 25 nucléotides régulant I'expression de laibdes en se fixant sur leurs ARNm pour induirerleu
dégradation ou I'inhibition de leur traduction. kfmession endothéliale et les fonctions du microARIR126-
3p (microARN principal du duplex miR126-3p/126-5p)t déja été trés largement abordées alors quesaidi
miR126-5p (microARN secondaire du duplex) restemtnnues. Les objectifs de notre étude ont donc été
d’établir le patron d’expression de miR-126-5p ldusdéveloppement vasculaire et de caractérisépaetons
dans les cellules endothéliales. Par hybridatioatu, miR-126-5p a été détecté dans les vaisseaux ssngu
embryonnaires de souris principalement dans lelslegel endothéliales. Cette spécificité endothélmlété
retrouvée dans différents organes tels que le &teleis poumons et est mainterinevitro. L'inhibition et la
surexpression de miR-126-5p dans des cellules kélimes veineuses (HUVEGH vitro n'affectent pas les
capacités de prolifération, de migration ou d'oiigation en pseudocapillaires de ces cellules. Eanehe,
I'inhibition de miR-126-5p dans les HUVECs entrainge répression de I'adhérence des leucocytesurfiace
d’'un tapis de cellules endothéliales ainsi qu’ungraentation de la transmigration de monocytes\é&tsaune
monocouche endothéliale. A l'inverse, sa surexjpmasgénére des phénotypes opposés. Des analysdio
de recherche de cibles pour miR-126-5p en lien deecrutement leucocytaire ont permis d’identifime
protéine participant a la transmigration des leytesin vitro etin vivo nommée ALCAM. A I'aide de test de
transactivation, nous avons pu démontrer que miRElR était capable de se fixer au 3'UTR de I'ARNm
d’ALCAM afin de réprimer I'expression de la protéirDe plus, 'augmentation de la transmigratioruitelpar
la chute d’expression de miR-126-5p dans les esl@indothéliales est inhibée suite au blocagetdieda
protéine ALCAM montrant ainsi que I'effet répressda miR-126-5p sur ce mécanisme est établi via AlC
Une étude par microarray, réalisée sur des HUVELsndR-126-5p a été inhibé, a permis d’identifiereun
seconde cible pour miR-126-5p nommée SetD5 pouwrelsg aucune fonction n'est connue a ce jour. Betst
de transactivation ont permis de confirmer que Setkit une cible de miR-126-5p. De plus, I'effet mhiR-
126-5p sur l'adhérence des leucocytes aux cell@ledothéliales est directement lié a la modulation
d’expression de ce géne. Enfin, I'analyse de Ibitlon de miR-126-5pn vivo a permis de montrer que notre
microARN d’intérét contrble effectivement les exgsions d’ALCAM et de SetD5. Cependant, alors qu-mi
126-5p régule uniquement I'expression d’ALCAM ddes poumons, celle de SetD5 est sous le contréle de

miR-126-5p dans la rétine.

Nos travaux ont donc permis de mettre en évidetegression endothéliale de miR-126-5p et
d’identifier deux de ses cibles lui permettant deer un réle dans le recrutement des leucocytasveau de

I'endothélium.



