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d’études, jai intégré I'Association Sciences Infuses de Bobigny (ASIB) mais
également la Fédération Nationale des Etudiants Universitaires Scientifiques
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également de développer des compétences en gestion de projets. De plus, jai
souhaité participer activement a la vie du campus de Bobigny et a la représentation
des étudiants de notre Université en étant élu a plusieurs reprises au Conseil de
Gestion de 'UFR SMBH, a la Commission Formation et Vie Universitaire (CFVU). Je
suis également devenu membre de la commission du Fond de Solidarité et de
Développement des Initiatives Etudiantes (FSDIE) de I'Université Paris 13.

Lors de ma deuxiéme année de Licence, jai pris la présidence de I'ASIB. A cette
occasion, je me suis beaucoup rapproché des étudiants afin de leur apporter de
nombreux supports pour la réussite de leurs études. Grace a mes fonctions, j'ai été en
lien étroit avec le Pr Olivier OUDAR, directeur adjoint de notre UFR et également
directeur de notre Licence a cette époque. Olivier m’a présenté le dispositif appelé
« cordées de la réussite » mis en place en Seine-Saint-Denis, en association avec
I'Université Paris 13, afin d’aider de jeunes lycéens a la réussite de leurs études mais
également leur faire découvrir les sciences. Depuis, j'ai eu 'opportunité de co-encadrer
des lycéens lors de plusieurs semaines de stages en laboratoire et de travaux
pratiques. J’ai également participé a la mise en place d’un tutorat pour aider les
Terminales a la préparation de leur Baccalauréat. C’est a cet instant que j'ai su que je
souhaitais participer activement a la formation des étudiants en leur transmettant mes
connaissances et que j’ai donc décidé de continuer mon cursus scientifique dans le
but de devenir enseignant.

En troisiéme année, j’ai eu la chance de rencontrer le Dr Hanna HLAWATY, maitre de
conférences en biologie cellulaire. Hanna m’a choisi pour étre stagiaire au laboratoire
LVTS durant deux semaines. Ces deux semaines ont été breves mais ont suffi a
Hanna pour me transmettre la joie du laboratoire et de la recherche scientifique. J'ai

13



donc décidé de poursuivre mes études en Master de Biologie-Santé puis en Doctorat

sous I'encadrement scientifique d’Hanna.

Je ne dirais pas que ma thése a été difficile, mais j'ai fait face a quelques difficultés
qui m’ont ralenti. Initialement, mon travail de thése devait porter sur la communication
intercellulaire entre cellules endothéliales et cellules musculaires lisses et le réle du
miR-126 dans cette communication. Malheureusement, tout ce que nous avions prévu
d’étudier a été publié au mois de Mars de ma premiére année de thése. Il a donc fallu
rebondir rapidement, s’adapter et trouver un nouveau sujet sans perdre le bénéfice de
ce que j'avais déja effectué. Nous avons ainsi décidé d’étudier le réle des miR-126 et
des glycosaminoglycannes (GAG) dans la régulation du processus angiogénique
induit par la chimiokine CXCL12.

Durant ma thése, j'ai eu I'occasion de co-encadrer 7 étudiants (1 étudiant en BTS, 3
étudiants en Licence, 1 étudiant en Master 1 et une étudiante en Master 2) dont un
étudiant Japonais (Licence 3°™ année) en échange international durant 10 mois et
une étudiante en Master 2 durant 6 mois au cours de ma derniere année de thése. En
paralléle, depuis le début de mon doctorat, j’ai effectué des missions d’enseignements
(64h/an) en Science de la Vie (Licence 1-3) Master 1 et médecine (PACES) et jai
€galement assumé plusieurs responsabilités collectives en étant élu a deux reprises
au Conseil de Gestion de 'TUFR SMBH mais également au conseil de I'Ecole Doctorale
Galilée. De plus, jai participé activement aux collaborations nationales et
internationales (3 études) qui ont mené a des publications placées en annexes de ce
manuscrit.

Par ailleurs durant ces 3 années de thése, j'ai eu I'occasion de valoriser mes résultats
lors de deux congres nationaux. De plus, j'ai présenté mon travail lors d’'un séjour d’un
mois et demi effectué en Allemagne dans le cadre d’'une collaboration avec le Dr lwona
CICHA (Laboratoire SEON, Erlangen). Ce séjour m’a beaucoup appris. J’ai fait preuve
d’ouverture d’esprit pour me familiariser rapidement avec une nouvelle équipe, de
nouvelles technologies avec notamment I'apprentissage d’'une technique d’extraction
des artéres ombilicales humaines et la mise en culture ex vivo sous flux laminaire mais

€galement la culture cellulaire sur un support biocompatible afin de développer une
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prothese vasculaire. Ce séjour a été pour moi un réel défi au cours duquel j’ai su faire
abstraction de la barriere de la langue pour metire en place et développer cette

nouvelle collaboration.

Mon travail de thése se divise en deux parties. La premiéere a consisté en I'étude des
miR-126 dans le processus angiogénique induit par la chimiokine CXCL12. La
seconde partie de mon travail, initi€e au milieu de ma derniére année en co-encadrant
une étudiante en Master 2, consiste au début d’'une étude sur l'implication des
glycosaminoglycannes (GAG) dans le processus angiogénique induit par CXCL12 et
'implication du miR-126 dans I'expression d’enzymes de modification des chaines
GAG. Ce ftravail n'est pas terminé et sera poursuivi par cette étudiante qui

commencera sa thése en Septembre 2019.

Je vous propose ainsi un manuscrit de these sur article contenant les parties
suivantes :
e une introduction contenant 4 chapitres (Angiogenése, les chimiokines, les
glycosaminoglycannes et les microARNSs)
e suivie d'une partie résultat présentant un premier article soumis dans le journal
Molecular Therapy (Mol Ther),
¢ les premiers résultats obtenus sur la partie concernant les GAG,
e enfin, je vous présente une discussion suivie d’'une conclusion générale et de

quelques perspectives.
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INTRODUCTION




I. Contexte physiopathologique — L’angiogenése
A. Systeme cardiovasculaire
1. Généralités

Le systéme cardiovasculaire permet d’assurer la circulation du sang, de I'oxygéne et
des nutriments dans 'ensemble de I'organisme. Il est constitué du cceur, d’'un réseau
artériel permettant I'apport de sang depuis le cceur vers la périphérie ; d’'un réseau
veineux, assurant le retour du sang depuis les organes vers le cceur et d'un réseau
de capillaires permettant d’effectuer les échanges d’éléments nutritifs et des gaz au
niveau tissulaire. Au niveau des poumons, se produisent les échanges gazeux entre
le sang et l'extérieur de l'organisme permettant I'apport du dioxygéne (O2) et

I'élimination du gaz carbonique (COz).

2. Structure des vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins sont constitués de trois couches concentriques
nommeées : intima, média et adventice. L'intima est au contact direct du sang. C’est
une structure mince, lisse, élastique et étanche. Elle est constituée d’'une monocouche
de cellules endothéliales (CE) implantées sur une matrice complexe comportant
notamment du collagéne et des glycosaminoglycannes (GAG). La meédia est
constituée de cellules musculaires lisses (CML) organisées en couches concentriques,
séparées par des lames élastiques épaisses et fenétrées, associées entre elles par du
tissu conjonctif riche en collagene, de I'élastine et des protéoglycannes. L’adventice
(la couche la plus externe), recoit les terminaisons nerveuses. Elle est principalement
constituée de collagene et de fibroblastes. Cette architecture est globalement
commune a tous les vaisseaux sanguins mais la proportion de chaque couche peut

différer selon la localisation du vaisseau dans 'arbre vasculaire.
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Figure 1. Structure d'une artére.

L’intima, la média et 'adventice sont trois couches concentriques qui constituent les artéres. L'intima
est caractérisée par une monocouche de cellules endothéliales ; la média est constiuée majoritairement
par des cellules musculaires lisses et 'adventice est composée de fibroblastes et de collagéne (source
Sanofi).

B. Maladies cardiovasculaires : physiopathologie des ischémies

Les maladies cardiovasculaires (MCV) regroupent un grand nombre de troubles
affectant le cceur et les vaisseaux comme I'hypertension artérielle, I'insuffisance
cardiaque, les maladies coronariennes et lischémie tissulaire. En 2016, selon
l'organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies cardiovasculaires sont la
premiere cause de mortalité dans le monde. En 2016, elles ont causé 15,2 millions de
déceés soit 26,7% de la mortalité mondiale totale. L’incidence des maladies
cardiovasculaires est susceptible de croitre d’ici quelques années en raison de
'augmentation de certains facteurs de risque, certains étant non modifiables comme
le sexe, I'age et I'nérédité, d’autres étant modifiables comme le tabac, I'hypertension
artérielle, le diabéte, I'excés de cholestérol, I'obésité et le surpoids, la sédentarité, et

I’'abus d’alcool.

L’ischémie est la conséquence d’'une sténose (un rétrécissement des vaisseaux)
réduisant la lumiére du vaisseau conduisant a une perturbation du flux sanguin apporté
vers les tissus et de I'apport en Oz (hypoxie) et en nutriments au niveau des tissus
situés en aval (Pugh et Ratcliffe, 2003).
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L’athérosclérose est une pathologie vasculaire qui conduit dans les stades ultimes de
son développement a la formation d'une plaque d’athérome (Figure 2). La
vascularisation de cette plaque va la fragiliser et entrainer une rupture. La plaque
rompue peut aller obstruer une artére plus petite et altérer la circulation sanguine. En
fonction de la localisation de I'obstruction, cela peut causer un infarctus du myocarde
(artere coronaire) ou un Accident Vasculaire Cérébrale ischémique (obstruction d’'une
artére dans le cerveau. En revanche, lorsque la plaque d’athérome se forme au niveau
des membres inférieurs, cela cause une pathologie appelé artériopathie oblitérante
des membres inférieurs (AOMI). L’évolution de la pathologie est progressive, lente et

souvent asymptomatique.

En conséquence, les cellules présentes dans les organes touchés par une ischémie
vont se nécroser localement et altérer I'intégralité des tissus en aval. Pour prévenir la
nécrose, des phénoménes d’angiogenése doivent étre stimulés localement pour
favoriser la formation de néo-vaisseaux qui permettront de rétablir une circulation
sanguine dans la zone lésée. Pour cela, les cellules en situation d’hypoxie vont
sécréter des facteurs dits pro-angiogéniques afin de stimuler localement I'angiogenése
via notamment l'activation de cellules endothéliales ou par le recrutement de

progéniteurs endothéliaux circulants (Mauge et al., 2010).

ENDOTHELIAL DYSFUNCTIDN

Foam Fatty Intermediate Fibrous Complicated
Cells Streak Lesion Atheroma Plague Lesion/Ruplure

From first decade From third decade From fourth decade

Smooth muscle Thrombosis,

Growth mainly by lipid accemulation aad collagen Riitems

Figure 2. Développement de la plaque d'athérome lors de I'athérosclérose.

La phase précoce de I'athérosclérose est appelée hyperplasie intimale. Elle est caractérisée par un
dysfonctionnement des cellules endothéliales suite & une Iésion ou abrasion du vaisseau causant
progressivement la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses depuis la média vers
l'intima, conduisant a I'épaississement de la paroi artérielle et a la formation avec des Low Density
Lipoprotein (LDL), d’'une plaque d’athérome.
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Le systeme cardiovasculaire est le premier systéme organique a se développer
au cours de la vie embryonnaire (Adair TH, 2010). Chez 'embryon, la formation des
vaisseaux sanguins est permise uniquement par le processus de vasculogenése alors
que chez I'adulte, on peut retrouver de la vasculogenése associé a de I'angiogenese
(Figure 3).

Vasculogenesis Angiogenesis
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Figure 3. Schéma représentatif des deux modes de formation des vaisseaux

sanguins : Vasculogenese et Angiogenese.

La vasculogenése est le processus de formation de vaisseaux de novo par opposition avec le processus
d’angiogenése qui induit la formation de néo-vaisseaux a partir de ceux préexistants (par
bourgeonnement ou par intussusception).

1. Lavasculogenese

La formation des vaisseaux sanguins durant la vie embryonnaire est appelée
vasculogenese. Au cours du développement embryonnaire, la vasculogenése est
définie comme le processus au cours duquel des cellules précurseurs appelées
angioblastes et/ou hémangioblastes migrent et se différencient en CE qui s'unissent
pour former un plexus vasculaire primitif (Figure 4) (Oliver, 2004) et des vaisseaux de
novo (Wener Risau, 1997; Schmidt, Brixius et Bloch, 2007). Jusqu’a la fin des années
90, on pensait que la vasculogenese était limitée au développement embryonnaire.
Cependant, la découverte par Ashara et al, de progéniteurs endothéliaux circulants
(PEC), issus de la moelle osseuse, dans la circulation périphérique chez 'adulte ont
remis en cause cette théorie. En effet, dans cette étude il est décrit que la formation
des vaisseaux sanguins peut se faire par angiogenése mais également par la
différenciation des PEC indépendamment du systeme vasculaire existant. lls ont
constaté que ces PEC peuvent acquérir des caractéristiques morphologiques

associées aux CE matures et se localiser au niveau de zones de néovascularisation
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post-ischémique (Asahara et al., 1997). En situation d’ischémie, des PEC sont recrutés
a partir de la moelle osseuse et sont présents dans la circulation systémique, puis ils
migrent vers les sites de lésions vasculaires sous l'influence de signaux tels que
I'nypoxie, les facteurs de croissance ou les signaux chimio attractants induits par des
chimiokines. Une fois sur site, une extravasation des PEC est ensuite décrite au
travers de I'endothélium afin de former des nouveaux vaisseaux et participer a la

réparation tissulaire en synergie avec les CE résidentes (Urbich et Dimmeler, 2004).

Cellules Hémangioblastes Formation du tube
mésodermiques

Figure 4. La vasculogenese

Le processus de vasculogenése est médié par des cellules souches embryonnaires issues du
mésoderme qui vont se différencier en hémangioblastes et en cellules endothéliales afin de former un
réseau vasculaire primitif constitué d’artéres et de veines (Adapté de Oliver et al., 2004).

2. L’angiogeneése

L’angiogenése est un processus physiologique permettant la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de ceux préexistants. Ce processus est
majoritairement sous le contréle des cellules endothéliales qui vont former des néo-

vaisseaux selon deux processus : 1-par bourgeonnement ; 2-par invagination.
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a) L’angiogeneése induite par bourgeonnement.

Comme son nom l'indique, I'angiogenese par bourgeonnement est caractérisée
par la formation de bourgeons composés de cellules endothéliales, qui se développent
habituellement en direction d’un stimulus angiogénique.

Les étapes de l'angiogenese par bourgeonnement comprennent la dégradation
enzymatique de la matrice extracellulaire (MEC), la prolifération des CE, leur migration
dirigée, la tubulogenése (formation de tubes par les CE), la fusion des vaisseaux et la
stabilisation par des péricytes. L'angiogenése par bourgeonnement est amorcée dans
des tissus mal perfusés, c’est-a-dire lorsque le niveau d’'O2 dans les tissus est
insuffisant pour satisfaire les besoins métaboliques des tissus (Figure 5). La plupart
des cellules parenchymateuses (myocytes, hépatocytes, neurones, astrocytes, etc.)
réagissent a un environnement hypoxique en sécrétant un facteur de croissance pro-
angiogénique appelé Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A). Une cellule
endothéliale nommée « tip cell » va initier la formation d’'un bourgeon capillaire au
travers de la MEC en direction d’'un stimulus angiogénique tel que le VEGF-A
(Ruhrberg et al., 2002; Horowitz et Simons, 2008). La « tip cell » est connectée aux
autres CE afin de former le nouveau vaisseau. Les filopodes présents sur les « tip
cells » sécretent de grandes quantités d'enzymes protéolytiques, qui dégradent la
MEC afin de permettre au bourgeon capillaire en développement de migrer (Small et
al., 2002; Van Hinsbergh et Koolwijk, 2008). Ces filopodes expriment fortement le
récepteur du VEGF-A (VEGFR2), leur permettant ainsi de détecter des différences
dans les concentrations de VEGF-A et de s’aligner suivant ce gradient (Figure 5).
Pendant ce temps, les CE proliferent en suivant bout a bout les « tip cell » ce qui
provoque l'allongement du bourgeon capillaire. Lorsque les cellules de I'extrémité de
deux ou plusieurs bourgeons capillaires convergent a la source de la sécrétion de
VEGF-A, elles fusionnent et créent une lumiére continue a travers laquelle le sang
oxygéné pourra circuler. Lorsque les tissus locaux recoivent une quantité adéquate

d'O2, les niveaux de VEGF-A se normalisent.
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Figure 5. Initiation de I’angiogenése par bourgeonnement.

Le VEGF-A dirige la croissance capillaire vers les tissus mal perfusés. (A) Les cellules endothéliales
exposées a la plus forte concentration de VEGF-A deviennent des cellules tip (vertes). Le tissu
hypoxique est indiqué par le fondu bleu circulaire. (B) Les « tip cells » dirigent le développement du
bourgeon en prolongeant de nombreux filopodes. (C) Le bourgeon en développement s'allonge par
prolifération de cellules endothéliales (violettes) qui s’alignent derriére la « tip cell ». (D) Les cellules de
I'extrémité de deux bourgeons en développement fusionnent et créent une lumiére. (E) Le sang qui
circule dans le nouveau capillaire oxygene les tissus et conduit a une réduction de la sécrétion de
VEGF-A. (F) Le capillaire nouvellement développé est stabilisé par le recrutement de péricytes (rouge),
le dépbt de matrice extracellulaire (gris), les contraintes de cisaillement et d'autres forces mécaniques
associées au débit et a la pression artérielle (Carmeliet et al., 2009).

La maturation et la stabilisation du capillaire nécessitent le recrutement de péricytes,
de CML et le dépbt de MEC ainsi que la mise en place de contraintes de cisaillement
« Shear Stress » et d’autres signaux mécaniques (Carmeliet et Tessier-Lavigne, 2005)
afin de mettre en place un vaisseau fonctionnel.

La signalisation Delta-Notch est un élément clé de la formation des bourgeons (Figure
6). Il s'agit d'un systeme de signalisation cellulaire dans lequel le ligand Delta-like-4
(DlI4) interagit avec son récepteur sur les cellules voisines. Le récepteur et le ligand
sont tous deux liés aux cellules et n'agissent donc que par contact intercellulaire. Le
VEGF-A induit la production de DII4 par les « tip cells », conduisant a |'activation des
récepteurs Notch dans les CE. L'activation des récepteurs Notch inhibe I'expression
du VEGFR2 dans les CE, ce qui atténue leur comportement migratoire par rapport a
celui des « tip cells ». Par conséquent, les CE exposées a la plus forte concentration
de VEGF-A sont les plus susceptibles de devenir des cellules « tip cells » (Suchting et
al., 2007; Horowitz et Simons, 2008; Carmeliet et al., 2009).
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Bien que les « tip cells » soient exposées a la concentration la plus élevée de VEGF-
A, leur taux de prolifération est beaucoup moins élevé que celui des CE.

Tous les aspects de la voie de signalisation Delta-Notch ne sont pas bien compris,
mais il est clair que la production d'un systéeme vasculaire normal dépend fortement
de la concentration de VEGF-A dans les tissus. Une réduction de 50% de I'expression
du VEGF-A chez I'embryon est létale et cause d’importants défauts vasculaires
(Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996), et un excés de VEGF-A dans les tumeurs
induit une surproduction de « tip cells » menant a une vascularisation désorganisée
(R. K. Jain, 2005).

Cette dépendance critique a I'égard des concentrations physiologiques de VEGF-A
pour la formation de vaisseaux sanguins viables pourrait aider a expliquer pourquoi
les tentatives d'induction de l'angiogenese dans des tissus mal perfusés par
I'administration de VEGF-A et la thérapie génique n'ont pas été tres fructueuses.
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Figure 6. Role des Tip cells et de la signalisation Notch dans 'angiogenése
induite par bourgeonnement.

L’angiogenése par bourgeonnement est dirigée par une cellule endothéliales appelée tip cell (A) qui
va guider les cellules endothéliales vers un gradient chimiotactique de facteurs de croissance et de
chimiokines. Ce processus est sous le contr6le de la signalisation Notch (B) induit par le VEGF-A
(Adair et al., 2010).
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b) L’angiogenése induite par invagination

L’angiogenése induite par intussusception implique la formation de vaisseaux
sanguins par un processus de division dans lequel des éléments des tissus interstitiels
envahissent les vaisseaux existants.
L'angiogenése par intussusception est aussi appelée angiogenése fendante parce que
la paroi du vaisseau s'étend dans la lumiere, provoquant la division d'un seul vaisseau
en deux. Ce type d'angiogenése est considéré comme rapide et efficace
comparativement a l'angiogenése par bourgeonnement parce que, au début, elle ne
nécessite qu'une réorganisation des cellules endothéliales existantes et ne repose pas
sur une prolifération ou une migration immeédiate des CE.
En plus de former de nouvelles structures capillaires, I'angiogenése par
intussusception joue un rble majeur dans la formation des bifurcations artérielles et
veineuses.
Le controle de l'angiogenése par invagination est mal compris comparativement a
I'angiogenese par bourgeonnement. Cependant, des études démontrent que ce
processus peut étre induit dans le modele d’angiogenése in vivo sur membrane
chorioallantoide de poulet apres stimulation par du VEGF-A, et il y a peu de doute que
de nombreux facteurs de croissance et systémes de signalisation sont impliqués (Kurz,
Burri et Djonov, 2003; Burri, Hlushchuk et Djonov, 2004). L’angiogenése par
intussusception est réalisée en suivant plusieurs étapes : 1-La croissance
microvasculaire intussusceptive, mise en place par le contact entre des CE des parois
opposeées d’'un vaisseau. Le vaisseau va s’invaginer pour établir une zone de contact
interne formant une structure appelée « noyau » dans lequel vont s’accumuler des
facteurs de croissance, des péricytes et des myofibroblastes qui vont synthétiser du
collagéne afin de stabiliser le vaisseau (Figure 7); 2-I'arborisation intussusceptive,
permet I'expansion de I'arbre vasculaire par la formation de petits vaisseaux ; 3-le
remodelage de branches intussusceptives permet de moduler la structure vasculaire

et le nombre de vaisseaux en réponse a divers signaux (Djonov, Kurz et Burri, 2002).
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Figure 7. Angiogenése par invagination.

Angiogenése par invagination en trois dimensions (a-d) et en deux dimensions (a'-d"). (a,b,,a',b") Le
processus commence par la protrusion de cellules endothéliales opposées dans la lumiére capillaire.
(c,c') Un contact interendothélial est établi et les jonctions endothéliales sont réorganisées. (d,d") Les
membranes basale (BM) des cellules endothéliales sont perforées au centre pour permettre aux
facteurs de croissance d’agir. Les fibroblastes (Fb) et les péricytes (Pr) migrent dans le site de
perforation ou ils produisent des fibrilles de collagéne (Co) et d'autres composants de la MEC formant
ainsi un pilier tissulaire. (d’aprés Djnov et al, 2002)

c) La néo-angiogenése post-ischémique

Dans des situations ischémiques, les tissus sont en situation d’hypoxie. D’un
point de vue médical, I'hypoxie tissulaire est définie par un taux d’Oz inférieur a 2% et
'hypoxie sévere (également appelé anoxie) est définie par un taux d’O2 inférieur a
0,02% (Bertout, Patel et Simon, 2008). En réponse a I'hypoxie, les cellules stabilisent
les facteurs Hypoxia Induible Factors (HIF), famille de facteurs de transcription dont
I'activation dépend de la pression partielle en O2. Une fois les facteurs HIF activés, se
met en place un processus de néo-angiogenése (Ahluwalia et Tarnawski, 2012). Cette
néo-angiogenése constitue une réponse adaptative de l'organisme a I'’hypoxie
générée lors d’une ischémie afin de restaurer une vascularisation et un apport en O2
et en nutriments normal. Ce processus est contrdlé a la fois par I'activation des CE
résidentes mais également par le recrutement de PEC a partir de la moelle osseuse
qui vont migrer jusqu’au site ischémié et se différencier en CE (Rosenberger et al.,
2003).
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3. Facteurs impliqués dans I'angiogenése et voies de signalisation

pro-angiogéniques

L’angiogenése est un processus physiologique régulant la formation de néo-
vaisseaux. Ce processus est régi par la synthése et I'expression de facteurs de
croissance et de chimiokines. Parmi les facteurs de croissance pro-angiogéniques, on
retrouve la famille des VEGF, le Fibroblast Growth Factor (FGF)-2 et les
angiopoiétines.

Ces facteurs de croissance peuvent étre synthétisés par divers types cellulaires
comprenant les CE, les fibroblastes, les CML, les plaquettes, les cellules
inflammatoires et les cellules cancéreuses. Certains facteurs de croissance, dont le
FGF-2 sont séquestrés dans la MEC, qui sert de réservoir pour une libération
prolongée de facteurs de croissance en fonction des besoins cellulaires. Les
concentrations locales de ces facteurs de croissance dans le milieu extracellulaire
peuvent étre influencées par les réponses physiologiques ou pathologiques tels que
celles observées lors d'une réaction a une blessure, d'un état inflammatoire chronique
ou I'hypoxie.

Pour activer le processus d’angiogenése, ces facteurs, une fois sécrétés dans le milieu
extracellulaire, vont interagir avec leur récepteurs et/ou co-récepteurs spécifiques a la
surface des CE déclenchant ainsi des voies de signalisation intracellulaires régulant
des processus biologiques nécessaires a l'angiogenése que sont la migration, la
prolifération et la survie. Le VEGF-A est le facteur majoritaire dans [l'initiation du
processus d’angiogenése. En se fixant a ses récepteurs VEGFR1 et VEGFR2,
exprimés a la surface des CE, il stimule des voies de signalisation pro-angiogéniques
a savoir les voies des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), de la
Phosphoinositide-3-Kinase (PI3K)/Akt, la Phospholipase C (PLC)y, la protéine Kinase
C (PKC), la Focal Adhesion Kinase (FAK) ou des voies médiées par les protéines Src
(Figure 8).
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Figure 8. Voies de signalisation pro-angiogéniques induites par le VEGF-A.

En se fixant sur ses récepteurs, le VEFG-A stimule des voies de signalisation pro-angiogénique et
notamment la voie PI3K/Akt, la voie ERK ou encore les voies de la PLC et de la PKC. La stimulation de
ces voies de signalisation conduit a I'activation de processus biologiques comme la survie, la migration et
la prolifération cellulaire qui sont nécessaire au fonctionnement de 'angiogenése.

D. L’angiogenése thérapeutique

En réponse a une ischémie tissulaire causée par une hypoperfusion ou a un apport
sanguin insuffisant a la suite de I'obstruction d’'un vaisseau sanguin, des modifications
structurelles dans les vaisseaux sanguins existants ou la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins surviennent (néovascularisation).

De nombreux facteurs de croissance pro-angiogéniques stimulent la croissance des
vaisseaux sanguins et peuvent étre administrés sous forme de protéines
recombinantes par injection intramusculaire pour favoriser la néo-angiogenese.
Parmi ces facteurs, on retrouve le VEGF, le FGF, le facteur de croissance des
hépatocytes (HGF) et le facteur HIF-1alpha, qui ont été utilisés dans des études
cliniques prospectives de phase | et Il avec des résultats qui varient en fonction des
patients présentant une AOMI (Losordo et Dimmeler, 2004a, 2004b; Simons, 2005).
De méme, la greffe autologue (intraartérielle ou intramusculaire) de cellules souches

hématopoiétiques est utilisée pour favoriser la formation de nouveaux vaisseaux
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sanguins principalement par des effets paracrines entre cellules souches

hématopoiétiques et CE (Isner, 1996; Collinson et Donnelly, 2004).

1. Application de facteurs de croissance pro-angiogéniques
Ces facteurs de croissance sont généralement transférés directement aux tissus cibles
en utilisant des nanoparticules comme vecteurs agissant par deux mecanismes :
e directement en augmentant la concentration locale des facteurs de croissance
pour favoriser I'angiogenése.
e ouindirectement en favorisant leur expression génétique par transcription grace
a des vecteurs viraux ou des plasmides (Gorenoi et al., 2017).
Ces facteurs de croissance favorisent la croissance, la prolifération et la maturation

cellulaire (Ouma et al., 2013).

a) Le VEGF
Le VEGF est reconnu depuis longtemps comme un régulateur central dans le
processus d'angiogenese. Il a été demontré que le VEGF, grace a ses récepteurs
tyrosine kinase, active plusieurs voies pro-angiogéniques. Le VEGF-A affecte le
processus angiogénique en induisant la synthése du gene de 'oxide nitrique synthase
endothéliale (eNOS : endothelial nitric oxide synthase) et en favorisant ainsi la
production d'oxyde nitrique (NO). Il favorise également I'activation de la transcription
des genes des métalloprotéases matricielles (MMP). De méme, leffet pro-
angiogénique du VEGF-B, médié par une signalisation induite par sa liaison au
VEGFR1, a été associé a l'activation des voies liées a eNOS (Silvestre et al., 2003).
Les effets du VEGF sur I'angiogenése dans les ischémies des membres inférieurs ont
été étudiés chez des patients présentant une claudication intermittente ou une
ischémie critique des membres (Inampudi et al., 2018). Les résultats de ces essais ont
été trés peu concluants. De ce fait, il est nécessaire de trouver de nouvelles thérapies

applicables chez ’'Homme.
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b) Le FGF-2

Le FGF régule les fonctions biologiques comme la prolifération, la survie, la migration
et la différenciation des cellules en se liant aux récepteurs du FGF et en les activant
principalement par la voie des kinases Ras/MAPK. Le premier essai contrblé
randomisé qui a démontré I'effet positif du traitement par facteur de croissance dans
l'ischémie des membres a été l'essai « The Therapeutic Angiogenesis with
Recombinant Fibroblast Growth Factor-2 for Intermittent Claudication » (TRAFFIC).
L'étude a montré une amélioration de la distance de marche maximale chez les
patients souffrant de claudication intermittente par administration intra-artérielle de 30
mg/kg de FGF-2 recombinants (injections uniques ou doubles séparées de 30 jours).
En revanche, des effets indésirables comprenant une protéinurie et un cedéme des
membres inférieurs ont contrebalancé les résultats positifs observés dans I'étude,
supposant des atteintes rénales chez ces patients (Lederman et al., 2002).

Deux autres essais cliniques utilisant le FGF-2, I'étude « The Therapeutic
Angiogenesis Leg Ischemia Study for the Management of Arteriopathy and Non
healing Ulcer » (TAL-ISMAN 201) et I'essai TAMARIS de phase 3, n'ont montré aucun
effet significatif du traitement sur les paramétres primaires de guérison compléete d'au
moins un ulcére des membres traités et sur le délai avant une amputation majeure ou
un déces a un an. Cependant, dans I'étude TALISMAN, I'utilisation du FGF-2 a réduit

de moitié le risque d'amputations.

D'aprés les données probantes disponibles et malgré les résultats prometteurs de
certaines études, I'administration locale de facteurs de croissance pro-angiogéniques
dans les AOMI ne procure aucun avantage évident a ce jour.

2. La thérapie génique
Les effets bénéfiques des thérapies géniques a la suite d’'une AOMI ont été
évalués dans des études préclinigues. Comme la demi-vie des facteurs de croissance
recombinants est courte, les essais cliniques sont basés sur la thérapie génique afin
d’accroitre I'expression de ces protéines. La thérapie génique implique le transfert
d’acides nucléiques étrangers dans des cellules cibles pour stimuler I'expression
thérapeutique soutenue du gene sélectionné. Le transfert de génes peut étre viral ou
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non viral. Le transfert non viral implique le couplage de 'ADN avec des agents
lipophiles qui favorisent le transfert de 'ADN a travers la membrane cellulaire. Les
vecteurs viraux utilisant des vecteurs adénoviraux sont étudiés depuis longtemps pour
le transfert de génes et il a été démontré qu’ils augmentent I'efficacité du transfert
d’ADN. L'administration d’adénovirus recombinant (rAAV) par injection intramusculaire
s’est avérée une méthode d’administration prometteuse dans les études
d’angiogenése thérapeutique (Haro et al, 2009). La thérapie génique induisant
I'expression de genes codant pour le VEGF, le FGF, le HGF, I'angiopoétine 1 (Ang-1)
ou le HIF-1a induit le développement de vaisseaux collatéraux. L'étude « Regional
Angiogenesis with Vascular Endothelial Growth Factor Peripheral Arterial Disease »
(RAVE), de phase 2, consistant a 'administration de vecteurs adénoviraux exprimant
le gene du VEGF par voie intramusculaire, n'a montré aucune différence significative

a 6 mois (Rajagopalan et al., 2003).

3. La thérapie cellulaire a base de cellules souches

En raison de I'absence d'avantages constants et démontrables dans le traitement des
patients atteints d’AOMI avec des stimuli pro-angiogéniques par délivrance de facteurs
de croissance, la thérapie cellulaire est apparue comme une alternative thérapeutique.
La capacité des cellules souches a se renouveler et a se différencier en cellules
spécifiques d'un organe et leurs effets paracrines sur la libération de facteurs de
croissance pro-angiogéniques ou de cytokines peuvent favoriser la néovascularisation
chez les patients atteints ’AOMI (Sahoo et al., 2011). Les principaux types de cellules
souches utilisés sont les cellules souches mésenchymateuses (CSM) et les PEC
issues de la moelle osseuse.

Normalement dans le sang périphérique, les PEC sont peu nombreux, mais en
réponse a l'ischémie périphérique, les cellules sont libérées dans la circulation, migrent
vers les zones lésées et favorisent la formation de vaisseaux. Les PEC peuvent libérer
des facteurs pro-angiogénique tels que le VEGF-A ou CXCL12 qui peuvent favoriser
'angiogenese par effet paracrine et recruter des cellules progénitrices
supplémentaires dans les tissus ischémiés. La mobilisation des PEC peut étre obtenue
par I'administration de facteurs de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF),
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leur sécurité et leur efficacité ont été testées dans des études a faibles effectifs qui
nécessitent donc d’étre répétées (Kawamoto et al., 2009).

Des études précliniques sur les CSM ont démontré le potentiel de ces cellules a
favoriser I'angiogenése par la libération de facteurs de croissance angiogéniques et a
ameéliorer la circulation sanguine (Kinnaird et al., 2004).

Mais, I'angiogenése thérapeutique, en tant que nouveau traitement des ischémies
dans les essais cliniques a été en grande partie un échec. Afin d’améliorer I'efficacité
de ces stratégies, il serait intéressant de se concentrer sur des formes sdres et
efficaces d'administration de facteurs pro-angiogéniques aux tissus ischémiés et

identifier des cibles cellulaires nécessaires a leur fonctionnement.

Les thérapies innovantes (thérapies génique et cellulaire) se sont principalement
focalisées sur les facteurs de croissance et seulement quelques études ont été
réalisées avec une autre famille de molécules solubles jouant elles-aussi un réle

important dans le processus d’angiogenése : les chimiokines.
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Il. Les chimiokines

Les chimiokines sont de petites protéines de 70 a 80 acides aminés trés conservees
au cours de I'évolution, appartenant a la famille des cytokines.

Le génome humain et les autres génomes de mammiferes codent chacun pour environ
50 chimiokines différentes, qui sont classées en deux sous-familles principales (CC et
CXC) et deux sous-familles mineures (CX3C et XC). La classification des chimiokines
a été établie en fonction de I'espacement de deux résidus de cystéine conserves, situé
a environ 10 résidus de l'extrémité N-terminale de la chaine peptidique. Dans les sous-
familles CC, CXC et CX3C, les deux résidus Cystéines sont séparés par 0, 1 et 3
acides aminés, respectivement, tandis que dans la sous-famille XC, la deuxiéme

Cystéine est absente de la séquence (Figure 8).
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Figure 9. Classification des différents types de chimiokines. (Castan el
al, 2016)

Les chimiokines sont désignées selon leur classification de sous-famille par des noms
systématiques composés d'un préfixe (CCL, CXCL, CX3CL ou XCL ; "L" signifiant ligand)
suivi d'un numéro identifiant. Cependant, la plupart des chimiokines ont également des noms
communs relatifs & leurs premiéres fonctions caractérisées.
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A. Fonctions des chimiokines

1. Les récepteurs des chimiokines

Les chimiokines exercent leurs fonctions en se fixant a des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires. Deux familles de récepteurs des chimiokines ont ainsi été mises
en évidence : les Conventional Chemokine Receptors (cCKRs) et les Atypical
Chemokine Receptors (ACKRs).

Les récepteurs conventionnels des chimiokines sont des Récepteurs Couplés aux
Protéines G (RCPG) a 7 domaines transmembranaires avec un domaine N-terminal
extracellulaire et un domaine C-terminal intracellulaire (Chung, 2013) (Figure 9).

Les RCPG sont ancrés dans la membrane plasmique par 7 domaines
transmembranaires en hélice a reliés entre eux par 3 boucles extracellulaires (E1, E2,
E3) et 3 boucles intracellulaires (11, 12, 13). La séquence du domaine N-terminal
extracellulaire est variable d’'un récepteur a l'autre mais contient des tyrosines
sulfatées impliquées dans l'interaction avec les ligands. Le domaine N-terminal peut
comporter jusqu’a 600 acides aminés mais les récepteurs des chimiokines ont un
domaine N-terminal trés court de moins de 50 acides aminés. La présence de
cystéines permet de former des ponts disulfures entre la boucle E1 et E2 mais
également entre le fragment N-terminal et la boucle E3. Les ponts disulfures
permettent une meilleure stabilité du récepteur et de la liaison du ligand au récepteur
(Rajagopalan et Rajarathnam, 2006). Le domaine C-terminal intracellulaire est
€galement court et a une importance dans la liaison avec la protéine G trimérique
(Chung, 2013).
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Figure 10. Schéma représentatif de la structure d'un Récepteur Couplés aux Protéines G
(RCPG)
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On retrouve 18 récepteurs cCKRs nommés en fonction du type de chimiokine fixée
(CCR, CXCR, CX3CR ou XCR ; « R » signifiant récepteur) suivi d'un numéro fixé par
ordre de découverte des différents récepteurs. En 2018, 10 CCRs, 6 CXCRs, 1 CX3CR
et 1 CXR ont été répertoriés.

La spécificité de ces récepteurs pour les chimiokines est assez complexe (Figure 10).
En effet, plusieurs chimiokines peuvent interagir avec de multiples récepteurs et un
récepteur donné peut lier de multiples chimiokines (sauf exception, tel que CXCR4 qui
ne posséde que CXCL12 comme unique ligand de type chimiokine). C’est le cas de la
plupart des chimiokines/CKRs inductibles impliqués dans l'inflammation alors que les
chimiokines homéostasiques sont plutét liées a un seul et unique CKR. Il existe une
sélectivité fonctionnelle des chimiokines pour leur récepteurs et les voies de
signalisation qui en découlent dépendent du type de chimiokine fixée mais également
du contexte cellulaire ayant conduit a la fixation d’'une chimiokine a son récepteur
(Steen et al., 2014; Zweemer et al., 2014; Corbisier et al., 2015; Hauser et al., 2016).

Par ailleurs, plusieurs CKRs peuvent également interagir avec d’autres ligands non-
chimiokines. Par exemple, la beta-défensine peut activer le CCR6 (Yang et al., 1999),
le high mobility group box 1 (HMGB1) peut se lier au CXCR4 (Tirone et al., 2018).
Comme les autres RCPG, les récepteurs aux chimiokines existent sous forme
d’homodimeéres mais peuvent également former des hétérodiméres avec d’autres
CKRs ou des ACKRs mais également avec d’autres RCPG qui ne sont pas des
récepteurs pour des chimiokines ou encore avec d’autres protéines membranaires
(Mellado et al., 2001; Levoye et al., 2009; Coke et al., 2016).

Les récepteurs atypiques des chimiokines (ACKRs), au nombre de 4, sont identiques

aux CKRs d’'un point de vue structural, mais ne sont pas associés aux mémes voies

de signalisation transduites (Bachelerie et al., 2014).
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Figure 11. Spécificité d’interactions des couples Chimiokines < Récepteurs.

La spécificité d’interaction entre les chimiokines et leurs récepteurs est particuliere. En effet, il n’existe
pas un seul et unique couple chimiokine-récepteur. Comme illustré sur cette figure, une chimiokine
donnée peut se fixer a plusieurs récepteurs et un récepteur peut interagir avec plusieurs chimiokines
(sauf exception, cas du CXCR4 par exemple).

2. Voies de signalisation déclenchées par la liaison Chimiokines-

Récepteurs

a) Signalisation induite par les CKRs

Les récepteurs conventionnels des chimiokines font partie de la superfamille des
RCPG. La liaison chimiokine-récepteur induit un changement conformationnel dans le
domaine transmembranaire du récepteur, qui peut induire une variété d'événements
de signalisation en aval médiés par des protéines G hétérotrimériques. Lors de
I'activation, les RCPGs fonctionnent comme des facteurs d'échange nucléotidique de
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la guanine, ce qui permet a la sous-unité a de la protéine G hétérotrimérique de passer
d'inactive (liée au GDP) a active (liée au GTP) et de se dissocier des sous-unités By.
Les deux parties de la protéine G sont capables d'interagir avec d'autres effecteurs
pour générer la transduction du signal (Strange, 2008). Chez I'Homme, 16, 5 et 12
géenes ont été identifiés comme codant respectivement pour les sous-unités a, 3 et y.
Des combinaisons spécifiques entre les différentes sous-unités sont possibles et
activeront différentes cibles impliquées dans diverses voies de signalisation en aval
(Corbisier et al., 2015). Les protéines Ga sont divisées en quatre grandes classes
selon leur séquence et leur fonction : Gaq active la phospholipase C pour augmenter
les taux de calcium intracellulaire ; Gas stimule la production d’AMPc ; Gai inhibe la
production d’AMPc ; et Gao contréle les autres fonctions de signalisation comme la
voie des facteurs STATs ou MAPK (Hamm, 1998; Lefkowitz, 2004). Le dimére GBy
peut agir comme un inhibiteur de Ga lorsqu'il est lié a une sous-unité Ga, car il favorise
l'interaction entre Ga et le GDP. Cependant, lorsque le complexe GBy est dissocié de
Ga, il peut également participer a la cascade de signalisation. Par exemple, GBy peut
réguler 'ouverture des canaux ioniques (Logothetis et al., 1987) et participe également
a la phosphorylation de kinases intracellulaires comme la voie des MAPK en induisant
la phosphorylation de Extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2) via la voie de la
protéine kinase C/protéine kinase A (Zidar et al., 2009).

En plus des voies canoniques impliquant les protéines G, les CKRs peuvent également
agir sur des voies de signalisation indépendamment des protéines G. Dans ce
contexte, les arrestines, initialement impliquées dans l'internalisation des récepteurs
ont maintenant été identifiées comme des protéines permettant d’interagir et d’activer
des médiateurs de la signalisation comme les MAPK, la PI3K ou encore la protéine
kinase B (Shenoy et Lefkowitz, 2011; Whalen, Rajagopal et Lefkowitz, 2011).
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b) Signalisation induite par les ACKRs.

Les ACKRs comme ACKR1 (antigéne Duffy/récepteur de chimiokines (DARC)),
ACKR2 (D6), ACKR3 (CXCR7) et ACKR4 (récepteur chimiokine chimiocentryx (CCX-
CKR)) peuvent lier une grande variété de chimiokines allant jusqu'a 18 ligands pour
ACKR1 (Zweemer et al., 2014). Ces récepteurs ont d'abord été considérés comme
des récepteurs « leurres » sans signalisation en raison de leur incapacité a activer les
voies de signalisation typiques associées aux protéines G. Cependant, des études ont
montré que les ACKRs peuvent induire une signalisation principalement par
l'intermédiaire des B-arrestines. Les chimiokines CXCL11 et CXCL12 induisent le
recrutement de la B-arrestine-2 par le récepteur ACKR3 (Zabel et al., 2009). Une autre
étude a également rapporté que CXCL12 induit le recrutement de la B-arrestine-2 par
ACKRS3 dans les cellules HEK293 ainsi que dans les CML chez le rat entrainant une
activation de la protéine ERK1/2 (Rajagopal et al., 2010).

3. Effets biologiques des chimiokines

Les chimiokines sont de petites protéines solubles (exceptée CX3CL13) jouant
un réle dans la migration cellulaire durant l'inflammation, la réponse immunitaire et
'organogenése (Moser et Willimann, 2004; Nomiyama, Osada et Yoshie, 2010). Outre
les critéres structuraux, les chimiokines peuvent étre réparties, d’un point de vue
fonctionnel, en différents groupes (Mantovani, Bonecchi et Locati, 2006; Nomiyama,
Osada et Yoshie, 2010). On peut ainsi retrouver des chimiokines inflammatoires,
dont l'expression est stimulée dans des conditions inflammatoires et qui sont
impliquées dans le recrutement des leucocytes au niveau des sites Iésés. La seconde
catégorie regroupe des chimiokines homéostatiques qui sont exprimées de facon
constitutive en absence d’inflammation et sont impliquées dans la migration et le
guidage (« homing ») de cellules circulantes dans des conditions physiologiques
(Nomiyama, Osada et Yoshie, 2011). Cependant, certaines chimiokines peuvent avoir
les deux propriétés.
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Si la fonction majeure décrite des chimiokines est le recrutement des leucocytes
dans un contexte inflammatoire, 'activation des chimiokines et de leurs récepteurs
peut également conduire a une grande variété de réponses cellulaires et tissulaires
incluant la prolifération, I'activation, la différenciation, le remodelage de la matrice
extracellulaire, les processus tumoraux ou encore I'angiogenése (Luther et Cyster,
2001; Ben-Baruch, 2006; Speyer et Ward, 2011) (Figure 11).
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Figure 12. Panorama des effets biologiques possibles induits par la liaison des

chimiokines a leurs récepteurs.
Les chimiokines peuvent étre impliquées dans la régulation de diverses fonctions et processus
cellulaires incluant 'angiogenése.
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4. Implication des chimiokines dans I'angiogenése

En plus de leur réle dans le maintien de I'hnoméostasie des cellules immunitaires,
certaines chimiokines peuvent jouer un role dans la régulation de I'angiogenése. Dans
ce contexte, les chimiokines sont divisées en deux groupes : les chimiokines
angiogéniques et les chimiokines angiostatiques.

Dans la régulation du processus angiogénique induit par des chimiokines, il est
important de distinguer deux cas de figure : 'angiogenése pathologique (due a une
inflammation accrue ou a la progression tumorale) et I'angiogenése physiologique

principalement médiée par I'ischémie (Ridiandries, Tan et Bursill, 2016).

a) Propriétés angiogéniques et angiostatiques des CXC

chimiokines.

Les CXC chimiokines sont des protéines se liant a I’héparine (« Heparin Binding
Proteins » qui peuvent jouer un réle dans I'angiogenése. En plus de leurs 4 résidus
cystéines hautement conservés au cours de I'évolution, un second domaine structural
semble étre responsable de leur activité. Au niveau de la région N-terminale d’'un grand
nombre de ces chimiokines, il y a une succession de trois acides aminés : Acide
Glutamique — Leucine — Arginine (Glu-Leu-Arg) constituant un motif appelé « ELR »
(nom donné a partir de la nomenclature internationale des acides aminés « E » pour
Glu, « L » pour Leu et « R » pour Arg). Ce motif se situe juste avant le premier résidu
cystéine (Strieter et al., 2005). Il a ainsi été montré que les chimiokines dites « ELR+ »
seraient pro-angiogéniques. En revanche, de facon générale, les chimiokines
dépourvues de motif ELR « ELR-» seraient angiostatiques. S’il est vrai
qu’actuellement toutes les chimiokines ELR+ sont pro-angiogéniques, les chimiokines
ELR- sont presque toutes angiostatiques a I'exception de CXCL12.

Parmi les chimiokines ERL+ on retrouve CXCL1 (Y. Wang et al., 2017), CXCL2
(Sakai et al., 2018), CXCL3 (Liu et al., 2019), CXCL5 (C. Chen et al., 2019), CXCL6
(Toran et al., 2017), CXCL7 (Giuliano et al., 2014a) et le CXCL8 (Connell, Gordon et
Saleh, 2015). Parmi ces membres, CXCL8 (IL-8) est la chimiokine la plus étudiée dans

le processus angiogénique. Il est apparu que les chimiokines ELR+, en plus d’avoir en
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commun une action pro-angiogénique, possedent deux récepteurs en commun qui
sont le CXCR1 et le CXCR2. Cependant, CXCR1 interagit spécifiquement avec
CXCL8 et CXCL6 alors que le CXCR2 peut fixer toutes les chimiokines ELR+.

Les CXC-chimiokines angiostatiques appartiennent toutes a la famille des ELR-
. Dans cette famille on retrouve le CXCL4 (Wang et Huang, 2013), CXCL9 (Huang et
al., 2016), CXCL10 (Hueso et al., 2018), CXCL11 (Hueso et al., 2018) et CXCL14
(Maehata et al., 2010). Il semble que leur action angiostatique passe par leur fixation
au récepteur CXCRS (Strieter et al., 2005) et plus particulierement le variant, CXCR3B
de ce récepteur. De plus, ces chimiokines semblent pouvoir exercer leur action
indépendamment du CXCR3. En effet, il est montré pour CXCL4 par exemple, qu’elle
inhibe la migration et la prolifération des cellules endothéliales in vitro et 'angiogenése
in vivo induite par les facteurs bFGF et VEGF (Maione et al., 1990; Gupta et Singh,
1994). Dans ce processus, il est montré que CXCL4 diminue trés fortement
l'interaction de ces facteurs pro-angiogéniques avec leurs récepteurs spécifique (Sato,
Abe et Takaki, 1990; Gengrinovitch et al., 1995; Perollet et al., 1998). De plus, il
semblerait que cela soit di a la capacité pour CXCL4 de former des hétérodiméres
avec ces facteurs agissant ainsi comme une sorte d’inhibiteur compétitif (Jouan et al.,
1999).

CXCL12 est une chimiokine ERL-. Cependant, contrairement aux autres
membres de cette famille, CXCL12 est 'une des chimiokines majoritaires dans la
stimulation de I'angiogenése post-ischémique. Le réle de CXCL12 dans ce processus
sera détaillé ultérieurement.

En conclusion, les membres de la famille des CXC-chimiokines présentent a la
fois des propriétés angiogéniques, médiées par le CXCR1, CXCR2 et CXCR4, et des

propriétés angiostatiques, médiées par CXCRS3 principalement.
b) Propriétés angiogéniques des CC-chimiokines.
La CC-chimiokine la plus étudiée dans l'angiogenese est CCL2 (MCP-1). L’axe

CCL2/CCR2 joue non seulement un r6le dans le recrutement des
monocytes/macrophages, mais également au niveau des cellules vasculaires. Ainsi,
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les CE expriment le CCR2, qui est régulé par des cytokines inflammatoires. Plusieurs
études ont suggéré un effet direct du CCL2 sur l'angiogenése en l'absence
d'inflammation. Des CE stimulées par du VEGF (Marumo, Schini-Kerth et Busse,
1999) ou exposées a I'hypoxie (Lakshminarayanan et al, 2001) présentent une
augmentation de la synthese de CCL2 et une augmentation de I'angiogenése (Hong,
Ryu et Han, 2005).

L'angiogenése induite par le CCL2 est médiée par une augmentation de I'expression
du facteur de transcription HIF, qui a son tour induit une expression du VEGF-A.

Le VEGF-A va ensuite activer la petite protéine G RhoA qui induit la migration et la
prolifération des cellules endothéliales. En effet, il a été montré que I'inhibition de RhoA
abolit I'angiogenese induite par CCL2 mais sans affecter la production de VEGF-A.
Ceci suggere que l'angiogenese induite par le CCL2 est composée de deux étapes
séquentielles et nécessaires ; la premiere étant l'induction de I'expression du VEGF-A
puis, I'angiogenése induite par le VEGF-A lui-méme (Hong, Ryu et Han, 2005).

Des études dans divers modeéles in vivo ont montré que le CCL2 induit également
I'angiogenese. Le CCL2 a augmenté I'angiogenése dans les essais sur les membranes
chorioallantoide de poulet mais également dans le modeéle d’implantation sous

cutanée de Matrigel en chez la souris (Salcedo et al., 2000).

D'autres CC-chimiokines présentent également des effets pro-angiogéniques (Figure
12).

c) Propriétés angiogéniques de la famille des CX3C3 chimiokines.
CX3CL1/fractalkine, la seule chimiokine de la famille CXsC, induit la prolifération, la
migration et la formation de réseaux vasculaire par les CE mais également

I'angiogenése in vivo via la fixation au récepteur CX3CR1 exprimé a la membrane des
CE (Ruth et al., 2001).
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Angiogéniques

Angiostatiques
Chimiokines Références
Chimiokines Références

CXCL1 Wang et al, 2017

CXCL2 Kollmar et al, 2006 V\ CXCL4 et 4B Wang et al, 2013
CXCL3 Reich et al, 2011 CXCL9 Huang et al, 2016
CXCL5 Chen et al, 2019 J \ CXCL10 Hueso et al, 2018
CXCL7 Giuliano et al, 2014 v CXcL11 Hueso et al, 2018
cXcL8 Chen et al, 2018 - CXCL13 Spinetti et al, 2013
CXCL12 Mirshahi et al, 2000 CXCL14 Shellenberger et al, 2004

CcCL2 Liu et al, 2016

CCL5 Wang et al, 2015

CcCL11 Park et al, 2017

CCL15 Hwang et al, 2004

CCL16 Strasly et al, 2004

Figure 13. Chimiokines angiogéniques et angiostatiques.

Les chimiokines peuvent étre impliquées dans I'angiogenése. Parmi ces chimiokines, on peut distinguer
des chimiokines angiogénique (en vert) dont le r6le est de favoriser la stimulation de 'angiogenése en
opposition avec les chimiokines dites angiostatiques (en rouge) qui au contraire, régulent négativement
ce processus biologique.

B. La chimiokine CXCL12
1. Généralités
La chimiokine CXCL12 a été découverte initialement comme étant le pre-B cell growth
factor (PBGF) et identifiée comme étant indispensable a la régulation de processus
homéostatique comme la lymphopoiése et 'embryogenese (Nagasawa et al., 1996).
Quelque temps plus tard, il est apparu que le PBGF était constitutivement exprimé par
les cellules stromales de la moelle osseuse et a donc été renommé stromal cell-
derived factor-1 (SDF-1) (C C Bleul et al., 1996). CXCL12 est trés fortement exprimée
dans la moelle osseuse et conduit a une rétention des progéniteurs hématopoiétique
et des cellules souches (Kim et al., 1998; Marubini et al., 1999). Contrairement a la
plupart des génes codant pour des chimiokines de type CXC (situé dans le
chromosome 14), le géne codant pour CXCL12 est localisé au niveau du chromosome
10g11 (Shirozu et al., 1995). De plus, CXCL12 est la seule chimiokine de sa famille a

subir un épissage alternatif et ainsi avoir différentes isoformes. Six variants ont ainsi
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été identifiés chez 'homme (CXCL12a a CXCL12¢) et 3 chez la souris (CXCL12a a
CXCL12y) (Yu et al., 2006). Tous ces variants ne différent que par le 4™ exon et

montrent des différences en termes de distribution tissulaire et d’activité (Shirozu et
al., 1995; Yu et al., 2006; Laguri et al., 2007).

L’expression de CXCL12 est essentielle pour le développement de l'organisme
(Janssens, Struyf et Proost, 2018). En effet, il a été montré chez des souris KO pour
CXCL12 une trés faible viabilité associée a de séveres défauts au niveau de
'hématopoiese embryonnaire, la neurogenése, mais également des défauts du

développement du systéme cardiovasculaire (Nagasawa et al., 1996; Ma et al., 1998).

2. Fonctions de la chimiokine CXCL12

a) Les récepteurs de CXCL12

Les récepteurs de CXCL12 décrits a ce jour sont le CXCR4 et le ACKR3 (CXCR?7)
(Figure 13).

a.1) Le CXCR4

Le CXCR4 (CD184) a d'abord été découvert sous forme de récepteur a sept
domaines transmembranaires dérivé de leucocytes (LESTR) (Loetscher et al., 1994).
Il s’agit d’un récepteur a sept domaines transmembranaires qui est généralement
classé comme récepteur couplé aux protéines G (RCPG). En 1996, deux groupes ont
montré séparément que la chimiokine CXCL12, agissait comme ligand naturel de ce
récepteur et pouvait bloquer l'infection des cellules T par les souches du Virus de
'lmmunodéficience Humaine-1 (VIH-1) qui utilisent LESTR comme voie d’entrée
(Bachelerie et al., 1996; Conrad C Bleul et al., 1996).

En raison de son interaction avec CXCL12, LESTR a été renommé CXCR4 et classé
comme un récepteur de chimiokines. L'importance de ce récepteur est soulignée par
I'étude de la découverte d'un nombre sans cesse croissant de types de cellules qui
I'expriment a leur surface. Parmi ces cellules, on retrouve la plupart des sous-
ensembles de leucocytes, les progéniteurs hématopoiétiques et les cellules souches

circulantes ainsi que les cellules des organes lymphoides comme la moelle osseuse,

44



le thymus et les ganglions lymphatiques. Les cellules endothéliales, les cellules
stromales et épithéliales de la moelle osseuse, du poumon et de lintestin gréle
expriment également le CXCR4 (Pawig et al., 2015). De plus, contrairement aux autres
récepteurs de chimiokines, et de fagon similaire a 'absence de CXCL12, les souris
dont le géne codant pour CXCR4 a été invalidé présentent une forte Iétalité associée
a d’importants défauts de ’hématopoiése, de la neurogenése, de la cardiogenése et
de la vascularisation, montrant ainsi le réle crucial de ce récepteur et particulierement
de la chimiokine CXCL12 (Deaconess et al., 1998; Tachibana et al., 1998; Power,
2003). Par ailleurs, contrairement aux autres récepteurs de chimiokines, CXCR4
semble avoir CXCL12 pour unique ligand de type chimiokine (Janssens, Struyf et
Proost, 2018). En effet, CXCR4 posséde d’autres ligands non-chimiokine parmi
lesquels la protéine d’enveloppe gp120 du VIH permet son entrée dans les cellules
par 'intermédiaire de ce récepteur (Feng et al., 1996).

Deux variants d’épissage de CXCR4 ont été découverts : CXCR4-A et CXCR4-B.
CXCR4-B est plus abondamment exprimé et est le résultat de I'épissage de 'ARNm.
CXCR4-A, quant a lui est traduit a partir d'un ARNm non épissé ayant un codon
initiateur différent de CXCR4-B. Par conséquent, I'extrémité NH2 du CXCR4-A est plus
longue de quatre acides aminés que celle du CXCR4-B et differe au total de cinq
acides aminés (Gupta et Pillarisetti, 1999). Bien que Duquenne et al, n'aient observé
aucune différence d'activité entre ces deux variants d'épissage des récepteurs
(Duquenne et al., 2014), Gupta et al, ont signalé une réduction de l'activité du CXCR4-
A dans le modéle de cellules basophiles de rats leucémique. Dans ces deux études,
les deux récepteurs sont fonctionnels, et il semble que le CXCR4-A sert de « récepteur
de secours » pour le CXCR4-B. En effet, étant donné l'importance de I'expression de
CXCR4 dans le développement embryonnaire, dans le cas d'un épissage d'’ARNm
CXCR4 absent, un ARNm non épissé peut encore étre traduit en un récepteur

fonctionnel.
L'activation de CXCR4 induit principalement une transduction du signal couplée a la

protéine G, a commencer par la dissociation des sous-unités GBy et Ga. CXCR4 peut
étre couplé a Gai, Gaq ou Ga12/13, ce qui entraine l'activation de diverses voies de
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signalisation (Rubin, 2008). Il en résulte une cascade de signalisation complexe
impliquant, entre autres, les voies MAPK, PLC et PI3K/Akt (Busillo et Benovic, 2007).
Malgré I'absence de consensus a ce sujet, il a été démontré que CXCR4 pouvait
activer une voie de signalisation cellulaire indépendante des protéines G par le
recrutement de Janus kinase (JAK)2 et JAKS apres activation et homodimérisation des
récepteurs. Les kinases recrutées s'activent simultanément par transphosphorylation
puis phosphorylent CXCR4, ce qui permet de recruter et d'activer le transducteur de
signal et les activateurs de transcription (STAT) (Vila-Coro et al., 1999; Zhang et al.,
2001; Moriguchi et al., 2004). De plus, la voie de la B-arrestine est également activée
par CXCR4 apres son activation, montrant une activation directe de la voie MAPK p38
(Sun et al., 2002).

a.2) ACKR3 (CXCR7)

Le CXCR7 ou Atypical Chemokine Receptor 3 (ACKR3), initialement découvert
comme récepteur orphelin de chimiokine RDC-1/ CXCRY7, se lie a CXCL12 avec une
affinité élevée dix fois supérieure a celle observée pour le CXCR4 et peut induire une
diminution de la présence de la chimiokine a la surface des cellules en s’internalisant
avec elle (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006; Boldajipour et al., 2008). Comme
pour le CXCR4, 'ACKR3 peut également interagir avec la protéine d’enveloppe gp120
de certaines souches virales et sert comme récepteur central pour I'entrée de VIH
(Shimizu et al., 2000). L'ACKR3 s'exprime sur de nombreux types de cellules, y
compris les cellules hématopoiétiques, les cellules progénitrices neuronales et les
cellules endothéliales activées (Pawig et al., 2015). Par ailleurs, ce récepteur semble
essentiel au développement car des souris dont le géne ACKR3 a été inactivés
présentent une forte mortalité postnatale mais également des défauts du
développement cardiaque (Sierro et al., 2007).

La transduction du signal induite par la fixation de CXCL12 a TACKR3 ne s'amorce
pas par les protéines G classiques. Bien que I'ACKRS3 ait deux substitutions d'acides
aminés dans le motif DRYLAIV typique pour la liaison aux protéines G, la restauration
de ce motif ne permet pas a I'ACKR3 d’induire une signalisation par le biais des
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protéines G (Naumann et al., 2010). Au lieu de cela, la transduction du signal est initiée
par la B-arrestine. C’est pourquoi ACKR3 est classé comme un récepteur atypique de
chimiokines (Rajagopal et al., 2010).

Etant activé, le récepteur ACKR3 induit des effets biologiques et notamment la
migration, la survie et 'adhérence des cellules (Balabanian et al., 2005; Miao et al.,
2007).

CXCL12 CxCL12
CXCR4 vﬂ'@.«
" ), JAK2/3 \
i & adenylate
- By cyclase
B-arrestin G:y : STAT1/2/3/5
Gaq Gy
clathrin p38 integrin phosphatidyl- ca*
adaptin inositol-
. 3-kinase
phospholipase C Akt oo e
1Py

receptor ERK1/2 NF-xB

Tali:ation /
Ca?*

Figure 14. Voies de signalisations induites par les récepteurs CXCR4 et ACKR3

(CXCR7) en réponse a CXCL12.

Les récepteurs connus de CXCL12 sont le CXCR4 et TACKRS3. En interagissant avec le CXCL12, le
CXCR4 peut déclencher des voies de signalisation impliquant les petites protéines G qui vont en
réponse activer des médiateurs de la signalisation intracellulaire comme la phospholipase C, la PI3K
ou encore les protéines ERK12. De son c6té, TACKR3 est principalement connu comme un récepteur
qui s’internalise via la voie des B-arrestines mais peut également stimuler des voies de signalisation
MAPK en activant la protéine p38 (Janssens et al., 2018).

L’expression et I'activité de CXCL12 sont hautement régulées. Plusieurs niveaux de
régulation peuvent étre retrouvés au niveau transcriptionnel, au niveau post-
transcriptionnel par obtention de variants issus de processus d’épissage alternatif, par
des modifications post-traductionnelles, par sa disponibilité ou encore son interaction

avec d’autres protéines (Janssens, Struyf et Proost, 2018).
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CXCL12 est une chimiokine cruciale dans la régulation de processus homéostasiques
et c’est pourquoi elle est constitutivement exprimée par différent types cellulaires. De
plus, des conditions comme I'hypoxie ou l'arrét de la croissance cellulaire peuvent
induire une synthese accrue de CXCL12 (Lo Celso et al., 2009; van der Vorst, Déring
et Weber, 2015). Dans des situations hypoxiques, une importante synthése de
CXCL12 est nécessaire pour assurer une régénérescence de I'endothélium. Pour ce
faire, la stimulation de la transcription de CXCL12 est assurée par le facteur HIF dans
les cellules endothéliales permettant notamment de recruter des progéniteurs
endothéliaux (Anderson et al., 2015). L’hypoxie peut également induire I'expression
des récepteurs de CXCL12 a la surface des CE mais également des cellules
cancéreuses rendant ainsi ces cellules plus sensibles a la chimiokine (Kryczek et al.,
2005).

Comme mentionné plus haut, CXCL12 existe sous 6 différents variants chez ’'homme
et 3 chez la souris. L'importance de ces différents variants a été montrée dans
différents processus. Par exemple, CXCL12a,3 et & induisent la survie des
progéniteurs hématopoiétiques in vitro alors que les autres variant ne jouent pas de
role dans ce processus. Tous les variants de CXCL12 exercent une action de
protection contre le VIH, le variant y étant celui ayant les meilleurs effets en empéchant
I'interaction des protéines de surface du virus avec le CXCR4 (Altenburg et al., 2007).
Par ailleurs, le pouvoir chimio-attractant de ce variant est plutét faible comparativement
au variant a qui est celui qui est le plus étudié aujourd’hui (Rueda et al., 2008; Connell
etal., 2016). En revanche, in vivo, le chimiotactisme induit par I'isoforme y semble étre
plus important, probablement du a une plus forte résistance a I'inactivation médiée par
des enzymes protéolytiques (Rueda et al., 2008). De plus, le variant y est celui qui
possede la plus haute affinité pour les GAG et cette haute affinité lui confére également
une protection contre la protéolyse (Laguri et al., 2007; Rueda et al., 2012).

Chez I'adulte, ce sont les variants o et dans une moindre mesure 3, qui sont le plus
exprimés dans les tissus et ce sont les seuls qu’on détecte dans la moelle osseuse

(Janssens, Struyf et Proost, 2018). CXCL12y est retrouvé majoritairement dans le
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cceur alors que les isoformes 3, ¢ et ¢ sont majoritairement exprimées dans le
pancréas.

La disponibilité de CXCL12 est régulée par l'activité du CXCR4 et de ACKR3. Apres
la stimulation par CXCL12, CXCR4 est immédiatement internalisé puis dégradé dans
les cellules diminuant ainsi le taux de CXCR4 disponible a la membrane. En revanche,
I'activation de 'ACKR3 conduit également a son internalisation mais sans conduire a
sa dégradation. En effet, ce récepteur réalise un trafic constant entre la membrane et
le cytoplasme (Boldajipour et al, 2008). De cette fagon, ACKR3 participe a la
régulation du gradient et de la disponibilité de CXCL12 a la membrane des cellules et

joue donc un réle majeur dans le chimiotactisme.

CXCL12 peut également étre régulée via des modifications enzymatiques ou
chimiques post-traductionnelles. Ces modifications peuvent altérer plusieurs aspects
de la chimiokine comme notamment ses propriétés a se lier aux GAG ou encore sa
capacité a se lier et induire I'activation de ses récepteurs.

Parmi les modifications recensées, on retrouve des changements au niveau des
extrémités N et C-terminales qui peuvent étre tronquées, citrullinées sur des résidus
arginine ou encore subir une nitration sur des résidus tyrosine.

Parmi les enzymes capables de cliver CXCL12 on retrouve la serine protéase
Dipeptidyl Peptidase IV (DDP4, CD26) qui existe sous forme soluble ou bien liée aux
membranes des CE, de lymphocytes, de fibroblastes ou encore de cellules
epithéliales. Cette enzyme peut cliver les isoformes o et 3 in vitro (Shioda et al., 1998).
Une fois clivée, il y a une réduction de [linteraction entre CXCL12 et les
Glycosaminoglyanes (GAG) mais également entre CXCL12 et CXCR4 (De La Luz
Sierra et al., 2004).

L’activité de CXCL12 peut également étre altérée par modification chimique et
notamment la citrullinisation médiée par la peptidylarginine deiminase (Struyf et al.,
2009) ou bien par nitration en présence de peroxynitrite (Janssens et al., 2016) qui
conduit a une diminution de la capacité de CXCL12 a activer le CXCR4 et diminue le
chimiotactisme in vitro des lymphocytes et monocytes et une diminution importante du

chimiotactisme des lymphocytes in vivo.
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L’expression de CXCL12 et de ses récepteurs peut étre induite par de nombreux
facteurs et le plus important d’entre eux est I'hypoxie (Schioppa et al., 2003; Esencay,
Sarfraz et Zagzag, 2013). Dans le contexte de I'angiogenése, I'hypoxie est le facteur
le plus impliqué dans la stimulation de ce processus. C’est pourquoi, le réle de CXCL12

dans 'angiogenése semble crucial.

3. Implication de CXCL12 dans I'angiogenése

En 1997, Asahara et alont isolé a partir du sang périphérique des cellules progénitrices
circulantes présentant a leur surface des marqueurs endothéliaux comme le CD34
(Asahara et al., 1997). Ces cellules se différencient en CE qui semblent étre
particulierement localisées au niveau de sites ou l'angiogenése est active dans
plusieurs modéles animaux d’ischémie. L’apport de ces cellules progénitrices
contribuerait en plus des CE résidentes a améliorer le processus de
néovascularisation post-ischémique. Les progéniteurs endothéliaux, mais également
les CE résidentes, expriment a leur surface le CXCR4 et TACKR3, les rendant ainsi
potentiellement sensibles a CXCL12 (Luis Pablos et al., 1999; Murdoch, Monk et Finn,
1999; Yamaguchi et al., 2003; Yao et al., 2003).

Le réle de CXCL12 dans I'angiogenése a été démontré pour la premiere fois dans une
étude au cours de laquelle des souris dont le géne codant pour CXCL12 ou CXCR4 a
été invalidé, présentent de graves défauts dans la formation des vaisseaux du tractus
gastrointestinal (Ma et al., 1998).

Dans des conditions ischémiques, CXCL12 est directement induit par le facteur HIF
en réponse a la diminution de la concentration en oxygene. (Ceradini et Gurtner,
2005).

Dans ces études, les auteurs ont montré que dans ces conditions il y a une sécrétion
de CXCL12 proportionnelle au degré d’hypoxie. De plus, il est montré qu’il y a un
changement du gradient de concentration de CXCL12 avec une importante baisse de
la concentration de la chimiokine dans la moelle osseuse et une hausse dans les tissus
ischémiés (Askari et al., 2003; De Falco et al., 2004) ce qui permet notamment de
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recruter et de mobiliser des cellules souches CXCR4 positives depuis la moelle vers
ces zones ischémiées (Heissig et al., sans date; Hattori et al., 2001; Doring et al.,
2014). Par ailleurs, Tlinjection locale de CXCL12 a permis de stimuler la
néovascularisation de zones ischémiées via une accumulation de cellules
progénitrices. Dans les tissus ischémiés, la sécrétion locale de CXCL12 augmente la
vasculogenése et contribue a la néovascularisation post-ischémique in vivo en

augmentant le recrutement de progéniteurs endothéliaux (Yamaguchi et al., 2003).

En se fixant a CXCR4 exprimé par les PEC ou pas les Ces matures, la chimiokine
induit la stimulation de voies de signalisation pro-angiogéniques sur ces deux types
cellulaires (Li et Ransohoff, 2009).

En plus de son r6le sur la vasculogenese, CXCL12 peut moduler 'angiogenése en
stimulant directement des CE résidentes. Mirshahi et al, ont ainsi démontré sur le
modele de cellules endothéliales HUVEC qu’une stimulation par CXCL12 permet
d’'induire la prolifération de ces cellules mais également leur migration par
chimiotactisme dans le modele de chambre de Boyden. De plus, CXCL12 a permis de
stimuler la formation de réseaux vasculaires par les HUVEC sur Matrigel en deux
dimensions (2D) mais également de stimuler 'angiogenése in vivo chez le lapin. Par
ailleurs, dans le méme modele cellulaire, CXCL12 permet de stimuler la synthése et
la sécrétion de VEGF (Salcedo et al., 1999). D’un point de vue mécanistique, les effets
de CXCL12 sur les cellules endothéliales semblent étre sous la dépendance des voies
de signalisation pro-angiogéniques MAPK, ERK1/2 et PI3K/Akt. En effet, Ho et al, ont
démontré dans le modéle des cellules endothéliales HMECs que la fixation de CXCL12
sur CXCR4 conduit a I'activation des protéines ERK1/2 et Akt par leur phosphorylation
(Ho et al., 2012). Le blocage par des inhibiteurs pharmacologiques (PD98059,
LY294002) de ces deux voies ont permis d’identifier que la voie ERK est indispensable
a la prolifération des cellules endothéliales induite par CXCL12 et que la voie PI3K/Akt
est essentielle a son effet anti-apoptotique. En revanche, I'activation de ces deux voies
est indispensable pour la formation de réseaux vasculaires in vitro par les HMECs. En
effet, le blocage de I'une ou l'autre voie conduit a une forte inhibition de I'effet pro-

angiogénique de CXCL12.
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CXCL12 permet également d’augmenter l'interaction des cellules endothéliales entre
elles via la stimulation de la voie PI3K/Akt stimulant ainsi la formation de tubes
vasculaires par les cellules endothéliales (Kanda, Mochizuki et Kanetake, 2002). Enfin,
l'injection in vivo de CXCL12 réduit la taille de l'infarctus post-ischémique chez la

souris associée a une augmentation de la néo-angiogenése (Hu et al., 2007).

Bien qu’il soit établi que CXCL12 exerce ses fonctions pro-angiogéniques via la
stimulation de voies de signalisation, on ne sait pas encore si ces fonctions peuvent
résulter de la synthése de facteurs intracellulaires comme des microARNs ou
nécessiter la présence des GAG.
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lll.Les Glycosaminoglycannes

A. Introduction générale
Les glycosaminoglycannes (GAG) sont une famille de polysaccharides linéaires qui
interagissent avec une large gamme de protéines, y compris des facteurs de
croissance et chimiokines dans le but de réguler des processus physiologiques et
pathologiques (Handel et al., 2005).
Les chaines GAG sont constituées par la répétition d’unités disaccharidiques de
dérivés sulfatés et non sulfatés comprenant un résidu d'acide uronique (acide D-
glucuronique ou acide L-iduronique) et dune osamine (glucosamine ou
galactosamine). La famille des GAG comprend I'héparine (H), les héparanes sulfates
(HS), l'acide hyaluronique (AH), les chondroitines sulfates (CS), les dermatanes
sulfates (DS) et les kératanes sulfates (KS). Apres leur synthése, les chaines GAG
sont modifiées par N-acétylation et N-sulfatation (Capila et Linhardt, 2002; Gandhi et
Mancera, 2008), donnant ainsi lieu a la production de structures trés variables. A
I'exception de 'AH (GAG non sulfaté), les GAG sont synthétisés sur une protéine

centrale pour former un protéoglycanne (PG) (Figure 13).

Proteoglycan

Heparan sulfate
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Chondroitin sulfate

Figure 15. Représentation schématique d’un protéoglycanne.

Les GAG (a I'exception de I'acide hyaluronique) sont synthétisés sur une protéine centrale pour former
un protéoglycanne (PG). Les PG peuvent étre membranaires, transmembranaires ou présents dans la
MEC.
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B. Métabolisme des GAG
1. Biosynthese des GAG

Les GAG sont synthétisés a partir d’'un tétrasaccharide de liaison constitué d’un acide
glucoronique (GlIcA), de deux galactoses (Gal) et d’'un résidu xylose (Xyl), lié a un
résidu sérine (Ser) de la protéine centrale d’'un protéoglycanne. La synthése de cette
région est initiée par I'addition d'un Xyl a une Ser suivie de l'addition de deux résidus
Gal et est complétée par I'addition de GicA (Xyl-Gal-Gal-GIcA). Les voies de synthése
des GAG divergent apres la formation de ce tétrasaccharide de liaison. Par exemple,
I'ajout d’'une N-Aceétyl-Glucosamine (GIcNAc), au tétrasaccharide de liaison, engage le
protéoglycanne dans I'assemblage de chaines HS alors que I'ajout d’'une N-Acétyl-
Galactosamine (GalNAc) 'engage dans I'assemblage de chaines CS (Zhang, 2010).
Les HS sont caractérisés par la répétition de GlcNac et de Glc ou d’acide Iduronique
(IdoA). Les CS ou DS sont des GAG constitués d’'une répétition de GalNAc, de GIcA
ou IdoA (Figure 14). Grace aux groupements acides présents sur les acides uroniques
et aux groupements sulfates, les GAG sont chargés négativement, ce qui leur

conferent des propriétés biologiques particulieres.

GAG Disaccharide structure Uronic acid | Hexosamine | Substitutions
S & =
T X = SO, or H
Hp/ To=~ . q 3
HS i X0 GlcA/ldoA GlcN Y =Acor
CX nHy | BT SO;

cs/os | | fﬁr&( : GlcA/IdoA GiiNAz | AT CdorH
& \"‘.'_.

X = S0, or H

KS Gal GlcNAc

Figure 16. Exemple de structure et de composition des chaines GAG (Ly,

Laremore et Linhardt, 2010).

Les GAG regroupent différentes familles de polysaccharides parmi lesquels on retrouve les héparines
(Hp), les héparanes sulfates (HS), les chondroitines sulfates (CS), les dermatanes sulfates (DS) et les
kératanes sulfates (KS).
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La biosynthese et I'élongation des chaines GAG sont deux processus régulés par des
enzymes appelées Exostosines (EXT)-1 et 2 (Figure 15). Ces chaines sont ensuite
prises en charge par des N-Déacétylases N-Sulfotransférases (NDST) dont le rOle est
de substituer des groupements N-acétylés par des groupements N-sulfatés (Figure
15). Une épimérase en C5 peut transformer certains Glc en IdoA conduisant ainsi a
une épimérisation partielle des résidus Glc. Pour terminer, les chaines GAG peuvent
étre sulfatées en position 2, 3 et 6 par des O-sulfotransférases (OST) (Figure 15)
(Kreuger et Kjellén, 2012; El Masri et al., 2017).

A)
| ExriExT2 Link  Core
I serine . Glucuronic acid © N-sulphate group
I NDST @ xyose ¢ N-acetyl glucosamine @ 2-O-sulphate groug
I C-5 epimerase O calactose O Iduronic acid @ 6-O-sulphate grouy
@ 3-O-sulphate grou

l 2-O-Sulphation
] 6-O-Sulphation

I 3-O-Sulphation

Figure 17. Biosynthése des chaines GAG.

Les GAG sont bio-synthétisés a partir d’'un tétrasaccharide de liaison (Xyl-Gal-Gal-GicA) lié de maniére
covalente a un résidu sérine porté par la protéine centrale d’'un protéoglycanne. Les sucres qui vont
ensuite étre ajoutés a ce tétrasaccharide de liaison vont déterminer le type de GAG a synthétiser.
L’élongation des chaines GAG est assurée par des exostosines (EXT-1 et EXT-2). Les GAG sont
ensuite pris en charge par une N-déacétylase N-sulfotransférase (NDST) dont le but est d’échanger des
groupements N-acétylés par des groupements N-sulfatés. Par la suite, une épimérase en C5 peut
transformer certains Glc en IdoA. Enfin, les GAG subissent des sulfatations en position 2-O, 3-O et 6-
O par des O-sulfotransférases (OST).

2. Catabolisme et modifications post-synthése des GAG
La demi-vie des GAG est assez courte, entre trois et quatre heures. Les HS peuvent
étre dégradés par une endoglucuronidase appelé Héparanase (HPSE). L'HPSE clive
les chaines HS en fragments fonctionnels d’environ 20 unités disaccharidiques
pouvant lier des facteurs de croissance et des chimiokines (Yanagishita et Hascall,
1984).
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Le taux de sulfatation des HS peut également étre modulé par des enzymes de type
Sulfatases (SULF) (El Masri et al., 2017). Les SULF hydrolysent des groupements 6-
O sulfates réduisant ainsi fortement le potentiel électronégatif des HS et donc la
possibilité pour ces GAG d’interagir avec des facteurs de croissance et chimiokines
(Figure 16) (Ai et al., 2003).

Heparanase Sulfatase 1 et 2
(HPSE) (SULF1 et SULF2)

I |
e i S

Figure 18. Enzymes du catabolisme et de modifications post-synthése des GAG.
Les chaines GAG peuvent étre dégradées ou subir des modifications post-synthése. La dégradation
des GAG est assurée par une endoglucuronidase ('HPSE). Le taux de sulfatation des GAG peut étre
modifié par des SULF qui clivent les groupements sulfates en position 6 des glucosamines.

C. Interactions entre GAG et facteurs pro-angiogéniques

Les GAG participent a divers processus physiologiques tels que la liaison, I'activation
ou l'immobilisation de divers ligands protéiques, tels que les facteurs de croissance et
les chimiokines (Billings et Pacifici, 2015). Ces interactions dépendent dans une large
mesure de la composition et de la structure des chaines GAG. Plus de 200 protéines
de liaison aux GAG ont été décrites dans la littérature (Zhang, 2010).

Compte tenu de la charge négative des GAG, il a d’abord été suggéré que des
interactions électrostatiques non spécifiques étaient responsables de la liaison des
protéines aux chaines GAG des protéoglycannes dans les tissus et a la surface
cellulaire. Par la suite, des études ont démontré un degré élevé de spécificité dans ces
interactions, et que linteraction des GAG aux séquences consensus dans les
protéines est fonction de la structure, de la composition et de la longueur de la chaine
ainsi que de la charge des GAG (Capila et Linhardt, 2002; Gandhi et Mancera, 2008).

Ces interactions avec des protéines sont permises par la présence au sein de la
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protéine d'acides aminés basiques (arginine, lysine, histidine), chargés positivement
pouvant ainsi se lier aux GAG principalement par interactions ioniques, mais
également par liaisons hydrogénes (Capila et Linhardt, 2002; Gandhi et Mancera,
2008).

1. Interaction entre GAG et facteurs de croissance

Les GAG et en particulier les HS portés par des protéoglycannes a chaines HS (PGHS)
lient un certain nombre de facteurs de croissance dans la MEC et a la surface des
cellules (Taipale et Keski-Oja, 1997). La liaison et la régulation de I'activité des facteurs
de croissance aux HS dépendent de leur liaison aux syndécannes a la surface des
cellules (Alexopoulou, Multhaupt et Couchman, 2007) et du perlecanne au niveau de
la membrane basale (Taipale et Keski-Oja, 1997). Bien que la liaison sélective des
facteurs de croissance aux chaines HS puisse impliquer des séquences de
saccharides et des schémas de sulfatation particuliers (Rek et al., 2009), il semble que
le degré de sulfatation et les interactions de charge relativement non spécifiques, en
plus de l'organisation du domaine, puissent également étre impliqués (Kreuger et al.,
2006). Il est important de noter que les chaines HS ne sont pas les seules a pouvoir
interagir avec des facteurs de croissance ; en effet, le FGF, le HGF et le VEGF peuvent
eégalement se lier aux chaines latérales des CS et des DS portées par les
protéoglycannes (Malavaki et al., 2008).

Enfin, les GAG peuvent également interagir avec d’autres molécules pro-

angiogéniques comme les chimiokines, régulant ainsi leurs effets biologiques.

2. Interaction entre GAG et chimiokines
a) Généralités
Malgré de faibles homologies de séquences entre elles, les chimiokines ont des
structures tertiaires similaires et la plupart sont des protéines hautement basiques. De
plus, a ce jour, toutes les chimiokines se lient a I'néparine et aux HS (MacGregor et
al., 2011).
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b) Cas de CXCL12

Bien que le CXCR4 et 'ACKR3 soient les deux récepteurs fonctionnels de
CXCL12, I'interaction avec des GAG comme I'’héparine ou les HS semble nécessaire
aux fonctions de la chimiokine. L’interaction de CXCL12 avec les GAG assure une
meilleure présentation de la chimiokine pour ses récepteurs, et notamment au niveau
de I'endothélium permettant ainsi d’assurer un gradient de concentration nécessaire
au recrutement de cellules circulantes. Cette interaction entre les GAG et CXCL12 est
permise par la présence d’'un motif Lysine-Histidine-Lysine (dans le premier feuillet 8
de la chimiokine), contentant des acides aminés chargés positivement qui vont
interagir de fagon électrostatique avec les charges négatives des groupements
sulfates portés par les GAG (Luis Pablos et al., 1999; Sadir et al., 2001; Murphy et al.,
2007).

De plus, linteraction avec les GAG permet a CXCL12 de s’homodimériser (Sadir et
al., 2001; Fermas et al., 2008). L'importance de ces GAG a été démontrée chez la
souris. Lorsque CXCL12-a, B ou y sont dépourvus de site de liaison aux GAG
(substitution du motif Lys-His-Lys par un motif Ser-Ser-Ser), il y a une augmentation
du nombre de PEC dans la circulation et une diminution du nombre de cellules ayant
infiltré les tissus ischémiés montrant ainsi que la fixation de la chimiokine CXCL12 aux
GAG est nécessaire aux fonctions de recrutement de cellules circulantes exercées par
CXCL12 (Rueda et al., 2012).

Par ailleurs, la liaison aux HS protege également CXCL12a contre linactivation
protéolytique par le CD26/DPP4 (Lortat-Jacob, 2009).

En plus de la liaison de CXCL12 aux PGHS exprimés par I'endothélium, une liaison
de CXCL12 aux chaines HS, et plus particulierement au syndécanne-4 (SDC-4) a été
mise en évidence par notre laboratoire sur les cellules Hela, les cellules T et les
macrophages (Charnaux et al., 2005). La liaison du CXCL12 au SDC-4 sur les
macrophages facilite sa liaison au récepteur CXCR4. Cependant, nous avons
démontré préalablement sur les cellules Hela, que la liaison de CXCL12 au SDC-4
active des voies de transduction du signal intracellulaires, indiquant ainsi que le SDC-
4 se comporte comme un récepteur fonctionnel de CXCL12 (Charnaux et al., 2005).
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Par ailleurs, les GAG et le SDC-4 sont nécessaires a l'invasion des cellules Hela
induite par CXCL12 (Brule et al., 2009).

En revanche, I'implication des GAG dans la régulation du processus angiogénique
meédiée par CXCL12 n’est pas encore connue.

D. Implication des GAG dans I’angiogenése
Le glycocalyx endothélial se compose d'une variété de molécules
transmembranaires et membranaires, constituées principalement de SDC-1 et de
chaines HS (Chappell et al., 2008). Associés aux protéines plasmatiques et aux GAG
solubles, le glycocalyx forme une couche superficielle a la surface des CE d'une
epaisseur fonctionnelle supérieure a 1 000 nm (Chappell et al., 2008). Il a été démontré
que les lésions endothéliales précoces apres une ischémie/reperfusion (Rehm et al.,
2007) et une inflammation causée par le TNF-a (Chappell et al., 2009) ou le LPS
(Marechal et al., 2008) induisent une dégradation du glycocalyx. L'endommagement
du glycocalyx augmente la perméabilité capillaire, entrainant un cedéme tissulaire, ce
qui suggere que le glycocalyx agit comme une barriere protectrice importante
(Chappell et al., 2007). Chappell et al., ont démontré in vivo dans un modeéle porcin
qu’une ischémie prolongée conduit a un clivage et une dégradation importante du

glycocalyx endothéliale (Chappell et al., 2010) (Figure 18).
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Figure 19. Conséquence de I'ischémie sur I'intégrité structural du glycocalyx
(d’aprées Chappell et al., 2010).
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Dans ces conditions, il semble impossible que des GAG puissent interagir avec les
signaux pro-angiogénique. En effet, plusieurs études ont démontré le réle des GAG et
plus particulierement des protéoglycannes dans le processus d’angiogenése. Des
souris dont le gene codant pour le SDC-4 a été invalidé ont présenté une diminution
de 'angiogenése dans un modéle d’'implantation de matrice sous-cutanée ainsi qu’une
diminution du nombre de CE CD31+* (Echtermeyer et al., 2001). De plus, dans un
modeéle de cellules HUVEC, une diminution de I'expression du SDC-4 par ARN
interférence a conduit a une diminution de la migration des HUVEC par chimiotactisme
induite par du bFGF (Li et al., 2016). Dans un modéle de développement chez le
poisson-zébre, une forme tronquée de la partie intracellulaire du SDC-2 a conduit a
d’'importants défauts de la vascularisation associés a une diminution de la signalisation
induite par le VEGF (Chen, Hermanson et Ekker, 2004). Par ailleurs, dans un modele
de cellules endothéliales microvasculaires (HMEC-1), une diminution de I'expression
du SDC-2 a conduit a une diminution de I'adhérence, de I'étalement et de la formation
de réseaux vasculaires (Noguer et al., 2009). Une autre étude a montré in vivo
l'importance du perlécanne, un PGHS, dans ce processus. Dans cette étude, des
souris dont le géne codant pour le perlécanne a été invalidé, ont présenté une
importante diminution de la reperfusion post-ischémique de la patte, une diminution du

nombre de CE CD31+ ainsi que la formation d’'ulcéres (Qiang et al., 2014).

Si la présence des GAG et des PGHS semble indispensable au processus
d’angiogenese, il en est de méme en ce qui concerne les enzymes de biosynthése et
de dégradation des GAG. En effet, nous avons montré préalablement, dans un modéle
de cellules HUVEC, qu’une diminution de I'expression d’EXT-1 et surtout d’'EXT-2,
conduit a une inhibition de la formation de réseaux vasculaires induit par un
polysaccharide sulfaté. De plus, une diminution de I'expression de 'HPSE (enzyme
impliquée dans la dégradation des GAG) a permis d’'induire une augmentation de la
formation de réseaux vasculaires induite par le méme polysaccharide sulfaté (Haddad
et al., 2015). De facon similaire, le taux et la position de groupements sulfates au sein
des HS est important pour assurer une bonne interaction avec des facteurs de
croissance. En effet comme le montre I'étude de Ferreras et al, une diminution de la

6-0 sulfatation conduit a une diminution du bourgeonnement des CE sur une matrice
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de sphéroides mais également une inhibition de la stimulation de voies de signalisation
ERK1/2 dans le modéle de cellules HUVEC (Ferreras et al., 2012).

D’un point de vue thérapeutique, la surexpression de PGHS ou I'apport de mimétiques
de GAG exogénes ont montré un grand intérét. En effet, notre laboratoire a montré
gu’une surexpression du SDC-4 dans le modéle de cellules HUVEC conduit a une
augmentation de la migration et de la formation de réseaux vasculaires induite par la
chimiokine CCL5 (Maillard et al.,, 2014). De plus, Rouet et al, ont démontré que
I'application de mimétique synthétique de GAG, ayant une haute affinité pour le VEGF-
A, a permis de stimuler la migration et la prolifération de cellules HUVEC mais
également I'angiogenése in vivo dans le modéle d’'implantation de matrigel en sous-
cutané chez la souris ou sur membrane chorioallantoide de poulet (Rouet et al, 2005).
De méme, dans le modéle d’'ischémie de la patte chez la souris, I'injection de matrices
constituées de chaines HS a permis de restaurer une vascularisation post-ischémique

normale et une régénérescence de la MEC (Chevalier et al., 2015).

L’apport en PGHS ou des mimétiques de GAG semble étre une piste trés prometteuse
dans la stimulation de 'angiogenése. En situation d’ischémie, nous avons vu qu’il y a
une importante dégradation du glycocalyx endothélial. Afin de permettre une
régénérescence de I'endothélium et du glycocalyx post-ischémique et de stimuler
'angiogenése, de nouvelles stratégies thérapeutiques sont en train d’émerger basées

sur la délivrance de facteurs intracellulaires, tels que les microARNSs.
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IV. Les microARNs
A. Définitions
Les microARNs (miRs) sont de petits ARNs simple brin, non codant, hautement
conservés au cours de I'évolution, retrouvés de fagon naturelle dans les cellules. C’est
en 1993 que les miRs ont été mis en évidence chez C.elegans (Lee, 1993). Il n’existe
pas de classification ou de noms particuliers donnés aux miRs ; ils sont nommés miRs
suivis d’un numéro d’identification. Il a fallu attendre 2001 afin que leur fonctionnement
soit décrit pour la premiére fois (Lagos-Quintana et al., 2001). Les miRs ont ainsi été
décrits comme étant des régulateurs post-transcriptionnels de I'expression des génes.
Les miRs sont étudiés depuis de longues années pour comprendre des mécanismes
biologiques mais également comme outils que I'on peut introduire dans des cellules
et/ou des tissus pour contrdler leur niveau d’expression afin d’induire ou d’inhiber

certains processus biologiques.

B. Biosyntheése : Du géne au miARN mature

Les miRs sont de petits transcrits issus d’un précurseur double brin ayant comme
particularité la présence d’une structure tige boucle (Cheung et Sanyal, 2010) (Figure
18). La transcription et la maturation des miRs est un processus multi-étapes faisant
intervenir un certain nombre de partenaires protéiques.

La premiére étape de biosynthése d’'un miR, est sa transcription a partir de certaines
séquences présentes dans les genes. Basées sur leur localisation dans le génome,
plusieurs classes de miR ont pu étre identifiées : les intergenic miRs dont la
transcription est indépendante de celle de leur géne héte ; les intronic ou exonic miRs,
présents dans les introns ou les exons de leur héte et enfin des miRs présents dans
les régions 5' ou 3' non traduites de leur héte (Zhu et Fan, 2012). Dans la majorité des
situations, les miRs sont retrouvés dans les introns de genes codant pour une protéine

et leur transcription est dépendante de celle de leur gene hote.
La transcription des miRs en pri-miARN se fait par I'action d’'une ARN polymérase de

type Il. Ce transcrit d'environ 70 nt est ensuite pris en charge et clivé en un pre-miARN
(premiR) (60-70 nt) par une endonucléase de type Il nommée Drosha associée a un
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partenaire protéique essentiel pour la reconnaissance de I'ARN : son co-facteur
DiGeorge syndrome critical region 8 (Figure 19) (Bartel, 2004a).

Afin d’achever sa maturation, le premiR doit étre transporté dans le cytoplasme. Pour
cela, il est activement exporté du noyau via le systéeme Exportin 5/RanGTP (Lee et al.,
2004).

Une fois dans le cytoplasme, le premiR est ensuite clivé en un duplex d'environ 22 nt
par une endonucléase (RNAse de type lll) cytosolique nommée Dicer (Bartel, 2004b)
associé a son partenaire protéique TRBP. Dicer/TRBP permet de cliver la boucle
présente a I'une des extremités du premiR laissant apparaitre un duplex miR-3p/miR-
5p imparfait. En effet, lors du clivage nucléaire initié par la protéine Drosha, le premiR
laisse apparaitre une extrémité 3’ sur 'un des deux brins plus longue de 2 nucléotides

que le brin opposé (Figure 19).

5'
3’

Figure 20. premiARN : un duplex miR-3p/miR-5p

Bien que le mécanisme ne soit pas encore bien connu, le duplex miR-3p/miR-5p est
ensuite incorporé dans un complexe multiprotéique constitué par les protéines
Argonautes (Argonautes 1 a 4) afin de former le complexe RNA -induced silencing
complexe (RISC).

[l était communément admis que seul I'un des deux brins est ensuite associé au
complexe RISC l'autre devant étre libéré ou détruit (Nykanen, Haley et Zamore, 2001).
En effet, la stabilité thermodynamique relative des deux brins est différente et
détermine ainsi qu’un brin soit majoritairement dégradé par rapport a lautre.
Cependant, il est montré dans la littérature que le brin dit passager (miR-5p), demeure

dans les cellules, dans une moindre quantité et peut étre fonctionnel et impliqué au
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méme titre que le brin mature dans la régulation de processus biologique en étant
incorporé ensemble ou séparément au sein du méme complexe RISC.

Enfin, le complexe RISC associé a un ou plusieurs miRs fonctionnels se dirige vers un
ARNm cible et induit une dégradation de cet ARNm ou une répression de la traduction
de ce dernier en protéine (Bartel, 2004b) (Figure 20).

La répression de la traduction d'un ARNm est permise dés lors qu'il y a une faible
complémentarité avec le miR. Cependant, sa deégradation requiert une forte
complémentarité avec le miR (Lewis et al., 2003).
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Figure 21. Biosyntheése des miRs
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C. Implication des miRs dans I'angiogenéese

Les premieres preuves impliquant des miRs dans la régulation du
développement vasculaire proviennent de l'analyse de souris homozygotes pour un
allele hypomorphe de Dicer, qui est, nécessaire a la maturation des miRs. Les souris
déficientes en Dicer ont présenté d’'importants défauts d'angiogenése et sont mortes
entre 12,5 et 14,5 jours de gestation (Yang et al., 2005). Ces données ont été
renforcées par Suarez et al, qui ont effectué une invalidation-KO conditionnelle du
géne codant pour Dicer dans I'endothélium. Ces souris étaient phénotypiquement
normales sans aucune différence dans le phénotype vasculaire par rapport aux
téemoins. Cependant, I'extinction de I'expression de Dicer dans les CE, aboutit a une
diminution de la réponse angiogénique induite par le VEGF-A (Suarez et al., 2008).
Pour étudier les effets directs d'une altération de la biosynthése de miR sur la biologie
des CE, plusieurs équipes ont évalué l'activité angiogénique des CE aprés la
destruction spécifique de Dicer et Drosha in vitro. La réduction de I'expression de Dicer
(via ARN interférence) dans les CE humaines a entrainé une diminution de la
prolifération et de la formation d’ébauches vasculaires (Kuehbacher et al., 2007;
Suarez et al., 2007; Shilo et al., 2008). De fagon similaire, l'inhibition de la protéine
Drosha in vitro a entrainé une diminution de l'angiogenése in vitro, mais sans effet
signalé in vivo (Kuehbacher et al., 2007). La protéine Dicer étant nécessaire a la
maturation des miRs par les cellules, I'implication de ces derniers dans I'angiogenése
semble incontestable. Cependant, toutes ces études n'ont fourni que des preuves
indirectes de l'implication des miRs dans I'angiogenése et ces chercheurs ne savaient
pas quels miRs étaient responsables des phénotypes observés. Dans la régulation de
leurs effets biologiques, les miRs peuvent agir seul ou associés a d’autres miRs en
formant ce que I'on appelle des clusters. La surexpression des miR-18a, miR-17-5p et
miR-20a (qui appartiennent tous au cluster du miR-17-92) a rétabli la prolifération des
CE dont I'expression de Dicer était inhibée, démontrant ainsi le réle fondamental du
cluster miR-17-92 dans l'angiogenese (Suérez et al., 2008).

L'importance physiologique des miRs dans le développement vasculaire a émergé
avec l'analyse de profils génétiques de miR chez le poisson zébre et la souris.
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1. Expression et régulation des miRs dans les cellules endothéliales

Le premier profil de miR dans les CE a été réalisé par Poliseno et al. (Poliseno
et al., 2006). lls ont identifié 15 miRs hautement exprimés dans le modele de cellules
endothéliales HUVEC. Jusqu'a présent, 28 miRs couramment exprimés dans toutes
les études de profilage (miR-15b, -16, -20, -21, -23a, -23a, -23b, -24, -27a, -29a,-30a,
-30c, -31,-100, -103, -106, 125a et -b, 126, -181a, -191, -199a, -221, -222, -222, -320,
let-7, let-7, let-7b, let-7¢c et let-7d) ont été identifiés dans des CE cultivés dans des
conditions normales (Kuehbacher et al., 2007; Suarez et al., 2007, 2008; Chen et
Gorski, 2008; Fasanaro et al., 2008; Fish et al., 2008). Cependant, le nombre de miRs
impliqués dans l'angiogenese pourrait étre sous-estimé en raison des différentes
plateformes et des différentes sources de CE utilisées dans les analyses. De plus, le
profil d'expression des miRs pourrait changer si les CE sont étudiées dans des
conditions pathologiques. Voellenkle et al, ont été les premiers a analyser
massivement les miRs exprimés par les cellules endothéliales soumises a des
conditions d’hypoxie (Voellenkle et al., 2010).

En se basant sur la littérature concernant I'expression et la fonction des miRs dans les
CE, on peut distinguer: les miRs anti-angiogéniques et, les miRs pro-
angiogéniques. Parmi ceux-ci, il est également possible de distinguer deux
groupes :1. les miRs qui ciblent les génes impliqués dans I'angiogeneése et 2. les
miRs dont I'expression peut étre modulée par des stimuli pro-angiogéniques ou

anti-angiogéniques.

2. Régulation de I'expression des miRs et leurs fonctions dans

I’angiogenese

Les miRs ciblant des génes impliqués dans I'angiogenese sont appelés : les
angio-miRs. Les angio-miRs sont frequemment détectés dans les CE, ou ils induisent
des fonctions connues par liaison a des génes cibles bien caractérisés (Wang et
Olson, 2009). Les angio-miRs les plus exprimés par les CE sont les miR-126, miR-
221/222, miR-23/27 et le cluster miR-17-92. La surexpression du miR-221/222 (anti-
angiogénique) inhibe les réponses pro-angiogéniques du « stem cell factor » (SCF) en
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ciblant le récepteur c-kit du SCF (Poliseno et al., 2006). miR-23 et miR-27 améliorent
I'angiogenese en ciblant les protéines Sprouty2 et Sema6A, qui exercent une activité
anti-angiogénique. Le rble du cluster miR-17-92 dans I'angiogenése est complexe.
L'activité pro-angiogénique de ce cluster a d'abord été découverte grace a des travaux
sur miR-17-5p, miR-18a et miR-19a (Suarez et al., 2008). Il a été démontré que les
miR-18a et miR-19a ciblent les protéines contenant des répétitions de
thrombospondine de type 1 (Dews et al., 2006; Suarez et al., 2008) ; tandis que miR-
17-5p semble moduler la migration et la prolifération des CE en ciblant la protéine
TIMP-1 qui est un inhibiteur de métalloprotéases matricielles (TIMP1) (Otsuka et al.,
2008). En revanche, miR-20a et miR-92a semblent présenter une activité anti-
angiogénique en ciblant respectivement les transcriptions du VEGF-A et de l'intégrine
5 (Bonauer et al., 2009; Pin et al., 2012).

a) miRs modulés par des facteurs de croissance et I’hypoxie

Le premier facteur pro-angiogénique ayant démontré son effet sur I'expression de
miRs est le VEGF-A qui induit I'expression des miR-191, -155, -31, -17-5p, -18a et
miR-20a (Suarez et al., 2008). De plus, I'incubation de cellules endothéliales avec du
sérum de veau feetal (SVF), le VEGF-A et le facteur de basic fibroblast growth factor
(bFGF) ont induit une augmentation de I'expression du miR-130a (pro-angiogénique),
qui inhibe GAX et HOXAS ; deux facteurs de transcription anti-angiogénique qui
induisent respectivement, la phase GO des CE par activation de p21 et I'inhibition de
I'expression du VEGFR-2 ainsi que la synthese de la trhombospondine-2 (une facteur
anti-angiogénique) (Chen et Gorski, 2008; Cuevas et al., 2015). En présence du
VEGF-A et de EGF, I'expression du miR-296 (pro-angiogénique) était significativement
accrue dans les CE du cerveau (Wurdinger et al., 2008). Enfin, le miR-101 est inhibé
par le VEGF-A, ce qui favorise I'angiogenése en permettant I'expression de [I'histone-
méthyltransférase EZH2 ; une enzyme dont l'activation conduit a une synthése du
facteur pro-angiogénique eNOS (Miti¢ et al., 2015).

L'hypoxie augmente l'expression des miR-210 et miR-424, deux miRs a activité pro-
angiogénique, dans les CE (Fasanaro et al., 2008; Ghosh et al., 2010). En realité, la
surexpression du miR-210 a considérablement augmenté la migration des HUVEC et
la formation de structures capillaires en ciblant I'éphrine A3 (Fasanaro et al., 2008).
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Enfin, un environnement hypoxique a induit une diminution de I'expression miR-200b
et conduit a une augmentation des facteurs de transcriptions ETS1/2 pour favoriser
I'angiogeneése dans les CE microvasculaires humaines ; les ETS étant des facteurs
pro-angiogéniques impliqués dans I'expression des récepteurs du VEGF (Chan et al.,
2011; Craig et Sumanas, 2016).

b) miRs régulés par des stimuli anti-angiogénique

Il a été démontré que les especes réactives de l'oxygéne et notamment le
peroxyde d’hydrogene (H20z2), I'anion superoxyde et les radicaux hydroxyle inhibent la
croissance des CE et induisent la mort ainsi que la sénescence cellulaire (Minamino
et Komuro, 2007; Kondo et al., 2009). Magenta et al, ont lié les effets du stress oxydant
sur la prolifération, la mort et la sénescence des CE a 'augmentation de I'expression
du miR-200c qui a conduit a une diminution de I'expression de sa protéine cible ZEB1 ;
un facteur de transcription inhibant la synthése de VEGF-A (Magenta et al., 2011; Liu
etal., 2016). Le miR-217 a été identifié dans les CE vieillissantes. L'inhibition du miR-
217 dans des CE sénescentes a réduit la sénescence et augmenté leur activité
angiogénique par une augmentation de l'activité de SirT1 ; une enzyme stimulant
'angiogenése via une réduction du stress oxydant (Li et al., 2018).
Les CE représentent une cible importante au stress hyperglycémique induit par le
diabete sucré. Il est bien établi que les CE cultivées dans des milieux de culture a
haute teneur en glucose présentent une réplication retardée, un cycle cellulaire
anormal et une apoptose accrue (Lorenzi, Nordberg et Toledo, 1987; Doyle, Smith et
Roth, 1997). Des études transcriptionnelles ont identifié le miR-93 comme régulateur
direct du VEGF-A dans l'environnement diabétique des cellules endothéliales rénales
(Long et al., 2010).
Caporali et al, ont identifié que I'expression du miR-503 dans les CE est régulée a la
hausse dans des conditions imitant le diabéte sucré (concentration élevée en D-
glucose) (Caporali et Emanueli, 2011). Dans cette étude, ils ont identifié les protéines
CCNE1 (une cycline impliquée dans la progression du cycle cellulaire) et cdc25A (une
phosphatase impliquée dans la progression de la phase G1 a la phase S du cycle
cellulaire) comme étant des cibles directes du miR-503 qui sont régulées a la baisse
par un taux élevé de glucose dans les CE. Le blocage de I'activité du miR-503 améliore
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les capacités fonctionnelles des CE cultivées en présence de fortes concentrations de

glucose et restaure I'expression du cdc25A et du CCNE1 (Caporali et Emanueli, 2011).

c) miRs régulés par des chimiokines

Les miRs peuvent également réguler ou étre régulés par d’autres facteurs impliqués
dans I'angiogenése et notamment par des chimiokines. Actuellement, aucune donnée
de la littérature ne montre I'effet d’'une chimiokine sur I'expression de miRs dans les
cellules endothéliales. En revanche, il est montré dans le processus d’angiogenése
tumorale que la stimulation d'une lignée cellulaire humaine de chondrosarcome
(JJ012) par la chimiokine CCL5 conduit & une diminution importante des miR-507,
miR-199a et miR-200b. La diminution de ces miRs dans cette lignée cancéreuse
conduit a une augmentation significative de la synthese de VEGF-A ou de VEGF-C
par ces cellules. La stimulation de cellules endothéliales par les milieux conditionnés
des cellules JJ012 a conduit a une augmentation signification de 'angiogenése in vitro
et in vivo mais également de la lymphoangiogenése (Liu et al., 2014, 2015; Wang et
al., 2016). De facon similaire, la stimulation de lignées de cellules cancéreuses
humaine d’ostéosarcome par la chimiokine CCL3 a conduit a une diminution de
I'expression du miR-374b et une augmentation de la synthése de VEGF-A associée a
une augmentation de la migration et la formation de réseaux vasculaire par des
progéniteurs endothéliaux (Liao et al., 2016).

Bien qu’aucune étude n’ait montré I'effet de chimiokines sur I'expression de miRs dans
les cellules endothéliales, il semble que les miRs eux-mémes, peuvent induire une
modification de la synthese des chimiokines par les cellules endothéliales. Il est ainsi
montré, au cours de la différenciation de cellules souches embryonnaires en cellules
endothéliales qu’il y a une diminution de I'expression du miR-7641. Par ailleurs, il est
montré qu’une surexpression de ce miR dans des cellules endothéliales matures de
type HUVEC conduit @ une diminution de I'expression génique et protéique de la
chimiokine pro-angiogénique CXCL1 (Yoo et al., 2013). En revanche, I'impact sur
'angiogenése n’a pas été étudié dans cette étude. Le miR-9-5p stimule 'angiogenese
et réduit 'apoptose et l'inflammation induites par une importante concentration de
glucose dans le modéle de cellules endothéliales HUVEC en réprimant la protéine
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CXCR4 qui est le récepteur de la chimiokine CXCL12 (Yi et Gao, 2019). Le miR-539-
5p a quant a lui diminué la survie de cellules microvasculaires humaines issues de la
rétine (HRMEC) et la formation des réseaux vasculaires induite par CXCL12 via la
diminution du récepteur CXCR7 (Feng et al., 2018). Des progéniteurs endothéliaux
soumis a de I'adénosine ont vu leur taux de miR-150 réduit ainsi qu’'une augmentation
du CXCR4. Dans ce modele, la surexpression du miR-150 a diminué la migration des
progéniteurs endothéliaux induite par CXCL12 (Rolland-Turner et al., 2013).

Dans le modéle de cellules endothéliales et/ou dans I'angiogenése, d’autres études
(présentées ultérieurement) montrent I'implication du miR-126 dans la modulation de
CXCL12. Cependant, aucune autre étude n’a démontré I'implication de miR dans la
régulation de I'expression de chimiokines et encore moins lI'implication de chimiokines
dans la modulation des miRs. En revanche, dans de nombreux modeles de cancer, le
lien entre ces deux acteurs peut étre établi. Par exemple dans le modele de cellules
U251 de gliome de haut grade, une surexpression du miR-93 est associée a une
diminution de I'expression de CXCL8 (Fabbri et al., 2015). Par ailleurs, les miR-561-
5p (E.-B. Chen et al, 2019) et miR-590-5p (Hanson et al., 2019) participent
respectivement a la formation de métastases issues de carcinome hépatocellulaire ou
au développement de la fibrose dans la cirrhose hépatique non alcoolique via
I'inhibition de CX3CL1 (E.-B. Chen et al., 2019) ou de CCL20 (Hanson et al., 2019).

3. miRs dans I'angiogenese post-ischémique

Les pathologies artérielles périphériques induisent une hypoperfusion tissulaire
qui entraine une ischémie critique des membres (ICM) (Slovut et Sullivan, 2008).
Malgré I'amélioration des traitements médicaux de I'athérosclérose et des pathologies
associées, ainsi que des techniques interventionnelles et chirurgicales pour améliorer
la perfusion des membres, les ICM continuent de comporter un risque majeur
d'amputation des membres (Norgren et al., 2007). Les sujets diabétiques sont
particulierement exposés aux pathologies artérielles périphériques et aux ICM.
L'ischémie des membres postérieurs de la souris peut étre induite expérimentalement

par la ligature de l'artere fémorale, et ce modele est largement utilisé pour étudier les
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causes et les interventions thérapeutiques des ICM (Madeddu et al., 2006). La néo-
angiogenese est une réponse importante due aux lésions ischémiques. Dans ce
contexte, la manipulation des miRs représente une nouvelle technologie
potentiellement capable d'interférer avec la régulation de I'expression de génes
multiples, ouvrant ainsi de nouvelles voies pour la thérapeutique moléculaire. Etant
donné que chaque miR a de multiples cibles, l'inhibition de I'expression d'un miR
pourrait avoir un impact sur les voies moléculaires complexes régissant les
complications ischémiques, augmentant ainsi I'expression et/ou le potentiel d'activité
de multiples facteurs de croissance. Récemment, un sous-ensemble de miRs modulés
dans un modéle murin d'ischémie des membres postérieurs et de néovascularisation
post-ischémique a été identifié (Greco et al., 2009; Grundmann et al.,, 2011). En
particulier, Grundmann et al, ont montré que I'expression du miRNA-100 est
significativement inhibée apres induction d’'une ischémie des membres postérieurs
chez la souris. Le miR-100 module la prolifération des CE et la formation de réseaux
vasculaires et fonctionne comme un répresseur endogéne de la protéine mTOR
(Grundmann et al., 2011). Par conséquent, l'inhibition in vivo du miR-100 par des
antagomiRs spécifiques, a stimulé I'angiogenése et a entrainé une amélioration
fonctionnelle de la perfusion aprés occlusion artérielle fémorale chez la souris
(Grundmann et al., 2011). Des résultats similaires ont été obtenus dans le cas du miR-
92a. La surexpression endothéliale du miR-92a a altéré I'angiogenése in vitro et in
vivo, tandis que l'inhibition du miR-92a par antagomiR a favorisé la croissance des
vaisseaux sanguins et la récupération fonctionnelle des tissus endommagés dans les
modeles d'ischémie des membres chez la souris ou d’infarctus du myocarde (Bonauer
et al., 2009). De plus, la surexpression de miR-210 a l'aide de vecteurs améliore
l'angiogenese, inhibe l'apoptose et améliore la fonction cardiaque dans un modéle
murin d’infarctus du myocarde (Huang et Zuo, 2014). De plus, miR-424 est modulé
pendant l'infarctus du myocarde expérimental ou l'ischémie d'un membre dans des
modeles de rats. Les données obtenues dans cette étude suggérent une association
physiologique entre I'expression de miR-424 et la réponse post-ischémique dans
l'infarctus du myocarde ou l'ischémie d'un membre (Ghosh et al., 2010).

En résumé, il est évident qu'un certain nombre de miRs sont modulés par l'ischémie

et capables de participer a I'angiogenese post-ischémique.
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D. Les miRs-126

Le miR-126 est un microARN identifié en 2002 comme étant fortement exprimé par les
cellules endothéliales (Kuehbacher et al., 2007). C’est en 2009 que sa structure et sa
localisation dans le génome ont été identifiés. En effet, il est constitué de 2 brins, le
miR-126-3p et son brin complémentaire, le miR-126-5p (Figure 21), qui sont retrouvés

au niveau du 7¢™¢ intron du géne egfl7 (Epidermal Growth Factor Like-domain 7).

126* 126
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miR-126 3’ - GCGUAAUAAUGAGUGCCAUGCU UlF
AC

e

Figure 22. Structure du géene egfl7 et des miR-126: miR-126-3p/miR-126-5p.
Schéma de la localisation des deux brins du miR-126, le miR-3p et le miR-5p, au niveau du 7ém¢ intron
du gene egfl7 (d’aprés Wang et al., 2008).

Les fonctions décrites pour ce miR concernent essentiellement le miR-3p (brin guide
du duplex 3p/5p) (Figure 21).

1. Fonctions des miR-126
Depuis sa découverte en 2002, la régulation de I'expression des miR-126 est associée
a de nombreux processus physiopathologiques. Cependant, les principales données
de la littérature sont focalisées sur le miR-126-3p. Bien que fonctionnel, trés peu
d’études se sont intéressées au miR-126-5p et seule une étude a étudié
simultanément le miR-126-3p et le miR-126-5p (Zhou et al., 2016).
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a) Le miR-126-3p

Le miR-126-3p a dans un premier temps été décrit comme jouant un réle dans
linflammation (Harris et al., 2008), au cours de laquelle une augmentation de
I'expression du miR-126-3p dans des HUVEC induit une diminution de I'expression de
la protéine Vacular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) et une diminution de
'adhérence leucocytaire induite par le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a).

Le miR-126-3p est également étudié dans le contexte de 'endométriose (Ohlsson
Teague et al., 2009), 'asthme (Mattes et al., 2009), la mucoviscidose (Oglesby et al.,
2010), le lupus erythémateux (Zhao et al., 2011) mais également tres analysé dans le
diabéte de type 2 (Zampetaki et al., 2010).

Par ailleurs, le miR-126-3p est tres étudié dans les pathologies tumorales et
vasculaires. Bien que majoritairement exprimé par les cellules endothéliales (Van
Solingen et al., 2009), le miR-126-3p peut étre retrouvé dans la presque totalité des
tissus et une modulation de son expression est souvent associée a des processus
tumoraux.

C’est en 2008 que le miR-126 a été mis en évidence pour la premiére fois dans le
cancer du sein (Tavazoie et al., 2008). Dans cette étude, il est montré qu'’il y a une
perte de I'expression du miR-126-3p dans le tissu cancéreux comparativement au tissu
sain. Lorsque les chercheurs ont restauré I'expression du miR-126-3p, ils ont constaté
une diminution du volume des tumeurs et de la croissance tumorale in vivo associée
a une diminution de la prolifération de cellules in vitro. C’est ainsi que le miR-126-3p a
été associé comme étant un suppresseur de tumeur dont la perte est associée a un
mauvais pronostic d’évolution des pathologies. Depuis, des centaines d'études ont
démontré l'implication du miR-126-3p dans 'évolution de pathologies tumorales. Dans
un grand nombre de types de cancer, I'expression du miR-126-3p semble abolie dans
les tissus tumoraux comparativement au tissu sain. C’est ainsi que le miR-126-3p a
été décrit dans le cancer du célon (Li et al., 2011), les cancers du poumons (Miko et
al., 2011), cancers du pancréas (Hamada et al., 2012) ou encore les carcinomes
hépatocellulaires (Hu et al., 2016). Dans toutes ses études, une surexpression du miR-
126-3p conduit a une diminution de la prolifération, de la migration et de l'invasion des
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cellules tumorales. L'une des stratégies existantes pour la lutte contre I'évolution des
cancers est de cibler le processus d’angiogenése tumorale afin de réduire I'apport en
oxygene et en nutriments des cellules cancéreuses et déclencher leur apoptose.

Dans ce contexte, le miR-126-3p semble étre un bon outil afin d’inhiber 'angiogenése
tumorale. Il a été démontré qu’une surexpression du miR-126-3p réduit la synthése et
la sécrétion de VEGF-A (Zhu et al., 2011; Hu et al., 2016) par les cellules cancéreuses.
L’ARNm du VEGF-A est ainsi décrit dans ces modeles comme étant une cible directe
du miR-126-3p. Par ailleurs, lorsque des milieux conditionnés de cellules cancéreuses
surexprimant le miR-126-3p sont mis en présence de cellules endothéliales HUVEC,
les chercheurs ont constaté une diminution importante de la formation des réseaux

vasculaires.

Lorsque le miR-126 est surexprimé dans des cellules cancéreuses, il semble présenter
des propriétés anti-angiogéniques. En revanche, son réle dans la régulation de
processus angiogénique physiologique est différent. En effet, le miR-126-3p semble
étre un acteurs anti-angiogénique dans le contexte tumoral, alors que dans les CE, il

semble agir comme un facteur pro-angiogénique.

b) Le miR-126-5p

Lors de la biosynthese des miRs, le miR-126-5p est considéré comme étant le brin
passager du miR-126-3p. Dans une grande majorité des cas, seul un brin du duplex
de miR est fonctionnel. Toutefois, bien que trés faiblement exprimé en comparaison
au miR-126-3p, le miR-126-5p demeure fonctionnel et joue un role dans la régulation
de processus biologiques. Le miR-126-5p est décrit de fagon générale comme jouant
un réle dans la régulation du processus tumoral. C’est en 2008 que les premiers
travaux sur ce brin ont été réalisés. Dans cette étude, il est montré que les cellules
cancéreuses de la prostate sont naturellement déficientes en miR-126-5p, cela étant
sans doute d0 a une faible expression du géne Egfl7 dans ces tissus (Musiyenko, Bitko
et Barik, sans date). Lorsque les chercheurs ont induit I'expression du miR-126-5p
dans ces tissus, ils ont remarqué une répression de la prostein (protéine impliquée

dans le processus tumorigénique de la prostate) associée a une diminution de la
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prolifération et de la migration des cellules cancéreuses comparativement aux cellules
non transfectées. Cette étude souligne pour la premiére fois la fonctionnalité du brin
passager du duplex miR-126-3p/miR-126-5p. Une faible expression du miR-126-5p
est également associée a un mauvais pronostic dans I'évolution de cancer colorectal
(Jinushi et al., 2014; Sun et al., 2019). En effet, une surexpression du miR-126-5p
dans des cellules de cancer colorectal permet de réduire la taille des tumeurs en
ciblant la protéine SMC4.

Depuis, le miR-126-5p est étudié dans d’autres processus cellulaires comme la
différenciation ostéoclastique (Wu et al., 2014) via linhibition de la MMP-13; la
régulation de I'adhésion et de la transmigration leucocytaire via la répression des
protéines SetD5 et ALCAM (Poissonnier et al., 2014) ou encore une implication dans
le cancer cervical en ciblant la protéine bcl212 (C. Wang et al., 2017).

De plus, de maniére intéressante, le miR-126-5p comme son brin complémentaire,
semble étre impliqué dans la régulation de physiopathologies vasculaires. En 2014 et
2017, le miR-126-5p est ainsi décrit comme un outil prometteur dans le traitement de
I'hyperplasie intimale. Une injection de miR-126-5p chez la souris a permis de diminuer
I'hyperplasie intimale via une diminution de la prolifération et de la migration des
cellules musculaires lisses en ciblant la protéine DIk1 ; une protéine dont le réle est
d’inhiber la prolifération des CE (Schober et al., 2014; Zhou, Schober et Nazari-
Jahantigh, 2018; Z. Chen et al., 2019)

En revanche, peu d’études ont démontré l'implication du miR-126-5p dans la
régulation du processus angiogénique. C’est pourquoi, au cours de mes travaux de
thése, je me suis intéressé simultanément au réle des deux brins miR-126-3p et miR-

126-5p dans la régulation du processus d’angiogenése.

2. miR-126 et pathologies ischémiques

Les maladies cardiovasculaires constituent 'une des premiéres causes de mortalité
dans les pays développés. Dans le cadre de pathologies ischémiques, le miR-126 et
plus particulierement le miR-126-3p a démontré des propriétés sur la ré-
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endothélialisation. En effet, il a ét¢ montré que des microparticules endothéliales
contenant du miR-126-3p peuvent stimuler la prolifération et la migration de cellules
HCAECs. En revanche, linhibition de Il'expression du miR-126-3p dans ces
microparticules altére leur effet pro-migratoire et pro-prolifératif. De plus, in vivo, dans
le modéle dischémie de la patte chez la souris, l'injection de microparticules
dépourvues de miR-126-3p a inhibé la ré-endothélialisation post-ischémique (Jansen
et al., 2013). De fagon similaire, les cellules souches mésenchymateuses enrichies en
miR-126-3p et injectées dans la patte de souris ischémiée, permettent d’'augmenter la
réponse angiogénique post-ischémique en augmentant la densité capillaire via
'augmentation de la voie de signalisation pro-angiogénique ERK1/2 (Chen et Zhou,
2011).

Par ailleurs, des cellules endothéliales progénitrices enrichies en miR-126-3p
présentent une migration plus importante vers les zones ischémiées in vivo et cela
serait d0 a une augmentation de I'expression du récepteurs CXCR4 a la surface de

ces cellules (Wang et al., 2018).

Cependant, dans les pathologies vasculaires, le niveau d’expression du miR-126-3p
est souvent diminué dans le plasma des patients (Chen, Xu et Yang, 2017; Qu et al.,
2017). Ainsi le miR-126-3p semble étre un bon candidat dans le traitement des
pathologies ischémiques et la compréhension de ces mécanismes d’action visant la

stimulation de 'angiogenése est nécessaire pour son utilisation thérapeutique.

3. miR-126-3p et miR-126-5p dans I'angiogenése

Le réle potentiel du miR-126 dans I'angiogenése a été identifié en 2007 (Kuehbacher
et al., 2007). Dans cette étude, il est montré que I'expression des protéines Dicer et
Drosha dans les CE est essentielle pour la fonction angiogénique de ces cellules. Par
ailleurs, il est montré dans cette méme étude que lorsque ces protéines sont inhibées
par des petits ARN interférents (siRNA), il y a une modulation importante des miRs
exprimés par ces cellules. En effet, lorsque les protéines Dicer et Drosha sont
inhibées, il y a une diminution de I'expression du miR-126-3p de 83% et 54%
respectivement. Ces résultats ont donc suggéré a la fois I'implication de miR dans
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'angiogenése mais également l'implication du miR-126-3p dans la régulation de ce
processus. C’est en 2008 qu'’il est démontré pour la premiére fois I'effet du miR-126-
3p sur I'angiogenése et I'intégrité vasculaire (Wang et al., 2008). Dans cette étude, |l
est montré que des souris miR-1267- présentent des défauts de formation des
vaisseaux sanguins au cours du développement embryonnaire associés a

d’'importantes hémorragies (Figure 22).

WT

Figure 23. Le miR-126 est indispensable au développement vasculaire chez la

souris.

Des souris invalidées pour le miR-126 présentent d’importants défauts vasculaires au cours du
développement. Ces souris présentent de nombreux oedémes et des zones hémorragiques (fleches
blanches) (Wang et al., 2008).

Par ailleurs, ces souris présentent une létalité trés importante. Pour celles qui arrivent
a la fin de leur développement, elles présentent de gros défauts de structure au niveau
des vaisseaux sanguins. En effet, les aortes prélevées sur les souris miR-1267
déposées sur Matrigel présentent une diminution du bourgeonnement par les cellules
endothéliales comparativement aux aortes des souris sauvages. De plus, dans cette
étude, il est montré I'implication du miR-126-3p sur des cellules endothéliales HUVEC
in vitro. Une diminution de I'expression du miR-126-3p, par un antagomiR a induit une
diminution de la prolifération, de la migration et de la formation de réseaux vasculaires

par les cellules HUVEC.
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Afin de comprendre comment I'absence de miR-126-3p pouvait induire ces effets
biologiques, les chercheurs se sont intéressés aux voies de signalisation induites par
deux facteurs pro-angiogéniques bien connus que sont le VEGF-A et le FGF. C’est
ainsi qu’il est montré qu’en absence de miR-126-3p, il y a une diminution importante
de la phosphorylation de la MAPK ERK1/2 nécessaire a I'activation de cette voie de
signalisation en réponse a ces stimuli pro-angiogéniques. En revanche, une
surexpression du miR-126-3p dans les HUVEC montre des résultats contraires en
augmentant I'activation des voies de signalisation induites par le VEGF-A et le FGF
comparativement aux cellules non transfectées.

Il semble ainsi que le miR-126-3p peut modifier I'état de phosphorylation des voies
MAPK-ERK1/2. En réalisant des études in sillico basées sur le potentiel pouvoir
d’hybridation d’'un miR & un ARNm, les chercheurs de cette étude ont identifié la
protéine SPRED-1 comme étant une cible du miR-126-3p. SPRED-1 est une protéine
cytosolique impliquée dans la répression de la phosphorylation de ERK1/2 via
l'inhibition de la petite protéine G Ras située en amont de la voie de signalisation
(Yoshida et al., 2006). Il est ainsi montré qu’une surexpression du miR-126-3p conduit
a une répression de I'expression de la protéine SPRED-1 dans le modele de cellules
HUVEC. D