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L’Ostéoprotégérine(OPG), une cytokine appartenant a la famille des récepteurs au TNF,
est principalement connue pour son action régulatrice dans ’homéostasie osseuse. C’est en effet,
I'inhibiteur endogene naturel de RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B 1Ligand). En
neutralisant cette protéine, OPG inhibe la différenciation ostéoclastique, diminue la survie des
ostéoclastes matures, freinant ainsi la résorption osseuse [1]. II est donc largement admis que
I’OPG est au cceur du remodelage osseux. Cependant et du fait de sa large distribution tissulaire,

cette protéine semble intervenir dans la régulation d’une variété de processus.

Elle intervient dans la réponse immunitaire en modulant la survie des cellules
dendritiques, la prolifération des lymphocytes et la migration des monocytes [2, 3]. Elle a été
décrite comme un facteur de croissance et de survie hématopoiétique [4] et intervient dans la
régulation de la progression tumorale, en particulier dans les cancers du sein, de la prostate et du
myélome multiple[5]. De méme, 'OPG semble avoir un role vasculaire et semble en particulier
intervenir dans la progression de l'athérosclérose. Dans des études observationnelles, les taux
élevés d'OPG ont été associés a un tisque accru d'infarctus du myocarde, d’ischémie cérébrale et
de déces liés a une cardiopathie ischémique [6]. Il a été rapporté que les niveaux d'OPG sont
associés a des facteurs de risque traditionnels (hypertension, diabé¢te, tabagisme et
hypercholestérolémie), a une prévalence élevée de maladies cardio-vasculaires et aux maladies
vasculaires cérébrales [7]. Des études prospectives ont démontré que les niveaux d'OPG peuvent
prédire le pronostic a long terme chez des patients atteints de I'angine stable de poitrine [8] et des
syndromes coronatiens aigus [9, 10]. Une corrélation entre les niveaux plasmatiques de I'OPG et
de la gravité de maladies coronariennes et celles des arteres périphériques a également été

rapportée [11, 12].

L’implication de I'OPG dans le processus de revasculatisation a été envisagée, apres que
des études aient démontré son expression par les cellules endothéliales matures isolées de patients
atteints de différentes tumeurs malignes [13]. Les cellules endothéliales stockent I'OPG dans les
corps de Weibel-Palade, ce qui fait que sa concentration peut étre rapidement augmentée en
réponse a différents stimuli inflammatoires [14]. Par ailleurs, la faculté qu’a cette molécule a lier
I'agent inducteur de Papoptose TRAIL (TINF-related apgptosis inducing ligand) et inhiber son activité
a été mise en évidence, ce qui fait qu'elle pourrait protéger différents types cellulaires dont les

cellules endothéliales de 'apoptose induite par cet agent [15].

En somme I’OPG qui est un facteur clé du métabolisme osseux impliqué dans la réponse
immunitaire et dans '’hématopoicse, associé¢ a la dysfonction endothéliale, a la morbi-mortalité
cardiovasculaire et semble étre lié a I'angiogenése, constituerait un trait d'union entre le tissu

osseux et vasculaire.

L'homéostasie vasculaire et osseuse repose sur un réseau complexe de messagers solubles
. . . L .
capables d'agir sur les deux systemes qui collaborent étroitement pour former la matrice osseuse.

Durant I’ossification, le cartilage avasculaire se transforme en tissu osseux hautement vascularisé.
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Le réseau vasculaire mis en place permet l'approvisionnement en cellules nécessaires au
remodelage osseux (ostéoblastes et ostéoclastes) et les cellules endothéliales produisent plusieurs
facteurs (RANKL, IL-6, PDGF, TGF-8...) nécessaires a la différenciation ostéoblastique. Les
cellules impliquées dans le remodelage de la matrice osseuse produisent des stimulateurs
d’angiogenese, essentiellement le VEGF et le FGF-2, fournissant ainsi une cible pour l'invasion
capillaire [16]. Etant libérée par les deux systemes osseux et vasculaires, TOPG se retrouve donc
au milieu de ce carrefour métabolique. Son réle du coté osseux est aujourd’hui bien établi, mais

celui du coté de la vascularisation reste a définir.

Le processus de revascularisation se définit par le développement de nouveaux vaisseaux
sanguins par bourgeonnement de vaisseaux pré-existants (angiogenese) ou par la différenciation
de précurseurs endothéliaux primitifs appelés angioblastes (vasculogenese). Cette définition a été
réévaluée grace a la mise en évidence d'une nouvelle source de renouvellement endothélial, qui
est une sous-population de cellules mononuclées CD34 “circulantes dans le sang périphérique des
adultes et provenant de la moelle osseuse. Ces cellules souches dérivées probablement des
angioblastes embryonnaires ont la capacité de proliférer et de se différencier en cellules
endothéliales matures et de s'incorporer a la paroi des vaisseaux préexistants, elles ont donc été
appelées Progéniteurs Endothéliaux Circulants (PECs) [17]. Plusieurs populations de PECs ont
été caractérisées mais seule une petite fraction, les ECFCs (endothelial colony-forming cells) possedent
les caractéristiques d’un « vrai » progéniteur endothélial ayant toutes les propriétés requises pour

former des néovaisseaux 7z vivo [18, 19].

Au cours de ce travail, nous avons dans un premier temps, évalué leffet d’un
préconditionnement a FOPG, ECFCs isolés a partir du sang de cordon ombilical sur les étapes
clés du processus angiogénique 7z vitm, et sur la formation de néovaisseaux 7z vivo dans un
modele murin de revascularisation de la matrice extracellulaire. Nous avons par la suite, exploré
son mécanisme d’action 7z vitmw et évalué son effet sur la croissance et 'angiogenese tumorale 77
vivo, en utilisant le modele de xénogreffes tumorales chez la souris Nude. Par ailleurs, nous avons
évalué leffet de TOPG sur la différenciation endothéliale de cellules CD34+.

Ce manuscrit est ainsi divisé en deux grandes parties :

1)) Une partie bibliographique décrivant TOPG et ses différents roles dans la
physiopathologie osseuse et vasculaire, passant en revue le processus de
revascularisation, tout en mettant 'accent sur la biologie des PECs ; matiére premicre

de ce travail

1D La seconde partie est consacrée aux différents résultats obtenus et qui sont répartis en

quatre publications :
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1) la premicre, publiée dans Journal of Thrombosis and Haemostasis en 2011, décrit
Ieffet de TOPG et de son ligand (RANKL) sur les différentes étapes du

processus angiogénique 7z vitr et in vivo ;
ii) la seconde, publiée dans Angogenesis (sous presse) décrit le mécanisme d’action

de POPG sur les ECFCs i vitro;

1ii) la troisieme quant a elle, rapporte Ieffet de cette protéine sur la vascularisation
et la croissance tumorale et sera soumise treés prochainement en tant short

commmunication a Cancer Research

1v) et la derni¢re sera soumise tres prochainement a Arterwsclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology en tant que brief repor, mentionne leffet de 'OPG sur la

maturation biologique des ECFCs.

Cette seconde partie est suivie d’une discussion générale et une conclusion clot ce

manusctit.
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Chapitre 1: L’Ostéoprotégérine
11 Généralités et définitions:
1.1.1 Définition :

I’ Ostéoprotégérine est une glycoprotéine soluble membre de la superfamille des récepteurs
au facteur de nécrose tumorale (TNFR ; tumwnr necrosis factor receptor). Cest un membre atypique de
cette famille puisqu’elle ne possede ni un domaine cytoplasmique ni transmembranaire. Elle a été
initialement identifiée par 3 équipes de recherche en 1997 [20-22], mais ce n'est qu'en 1998 que
les protéines nouvellement découvertes se sont avérées identiques. Ces 3 équipes ont remarqué
que 'OPG jouait un role central dans la régulation du remodelage osseux en inhibant
l'ostéoclastogenese, d’ou ses noms alternatifs de; oswoclast inbibitory factor, TINF receptor-related
molecule-1 et follicular dendyitic cell-derived receptor-1{23, 24|. Le terme osteoprotégérine a été également
proposé en raison des effets observés dans les modé¢les animaux de protection de I'os d'une
résorption excessive. Le gene humain codant pour OPG est localisé sur le chromosome 8 (8q24)
et contient 5 exons sur un domaine de 29 kb. Le codon de terminaison de la traduction est
présent dans l'exon5 et un poly(A)-signal d'addition est située173 nucléotides enaval du codon de

terminaison de traduction [25].
1.1.2 Structure :

L’OPG existe a la fois sous une forme monomérique de 60kDa et dimérique de 120kDa.
Structurellement elle est constituée de 401 acides aminés, dont 21 forment un peptide signal qui

est clivé pour engendrer une forme mature de 380 acides aminés (figure 1, [25]).

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-1: Structure simplifice de 'OPG d'apres Yamaguchi K et al, 19986.

A T'extrémité N-terminale, les domaines 14 correspondent aux domaines riches en
cystéine. Pour les protéines de la famille des TNFR, ces régions sont en général extracellulaires et
sont impliquées dans l'interaction avec leurs ligands. Méme pour les récepteurs de forme solubles,
tels que FOPG, ces régions ont encore la possibilité de s'associer avec leurs ligands. C’est donc
via ces domaines que 'OPG lie sa cible principale qui est le RANKL. A l'extrémité C-terminale,
on retrouve deux domaines homologues (5 et 6) appelés domaines de mort et impliqués dans la

transmission de signaux apoptotiques dans de nombreuses cellules. Ces deux domaines ne sont
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pas essentiels pour l'activité inhibitrice de la résorption osseuse mais leur suppression entraine
une diminution marquée de l'activité biologique de ’'OPG. Bien que la surexpression de TOPG
ne provoque en aucun cas la mort cellulaire, Yamaguchi ez @/ rapportent que la présence de ces
deux domaines poutrait induire I'apoptose d'une maniere inconnue sous certaines conditions [25].
Les deux domaines 5 et 6 sont suivis d’un domaine D7 qui posseéde un site de liaison a 'héparine
important pour l'interaction de POPG avec les protéoglycannes. Sur ce méme domaine et a la
position 400, on retrouve une cystéine responsable de ’homodimérisation de PTOPG. Méme si la
dimérisation est extrémement importante pour d'autres membres de la famille des TNFR, il a été
démontré que la substitution ou la suppression de cette cystéine-400 n'a aucune incidence sur
l'activit¢ de FOPG, ce qui explique le fait qu’elle garde la méme activité spécifique dans

l'inhibition de l'ostéoclastogenese qu’elle soit sous forme monomérique ou dimérique [22].
1.1.3 Distribution tissulaire :

Méme si 'OPG est majoritairement libérée dans 'os, c’est une molécule ubiquitaire et elle
est fortement exprimée dans divers tissus dont: les poumons, le cceur, les reins, le foie, la rate, le
thymus, la prostate, les ovaires, l'intestin gréle, la thyroide, les ganglions lymphatiques, la trachée,
les glandes surrénales, les testicules et la moelle osseuse. Elle a ét¢ également détectée a de tres
faibles niveaux, dans le cerveau, le placenta et le muscle squelettique [20, 26, 27]. Au niveau
cellulaire, il a été démontré que les cellules mésenchymateuses, les cellules stromales médullaires
et les ostéoblastes (OB) constituent la principale source de FOPG endogene. I a été également
démontré que les lymphocytes B et les cellules dendritiques (CD) sont responsables de 64% de la
production totale de TOPG dans la moelle osseuse, dont 45% proviennent de cellules B matures.
Les fibroblastes et les monocytes en culture primaires expriment fortement ’'OPG. Au niveau
vasculaire, elle est produite par les cellules endothéliales (CE) matures et les cellules musculaires
lisses (CML), ce qui représente les deux principales sources de TOPG circulante [5, 26, 28].
L’OPG est également libérée par les mégacaryocytes (MK) matures ainsi que par les plaquettes
qui en dérivent [29].Cette large distribution tissulaire confére a IOPG  plusieurs roles
physiopathologiques et une implication dans la régulation de plusieurs systemes, essentiellement

le systeme osseux mais aussi les systémes immunitaire, hématopoiétique et vasculaire.
1.1.4 Concentrations sériques de POPG :

Les niveaux d’OPG mesurés dans le sérum tiennent compte non seulement de TOPG
libérée par 'os, mais également de celle libérée par les différents tissus qui expriment [30]. Les
taux I’'OPG ont ét¢ d'abord évalués en utilisant des anticorps monoclonaux, des anticorps
polyclonaux et méme des ligands dOPG, mais des résultats hétérogénes ont été obtenus en
raison de Dexistence de différentes formes circulantes (mature, immature, monomérique,
dimérique, glycosylée ou non) [31-36]. A titre d’exemple, I'’étude menée par Seidel ef a/ rapporte
que les concentrations sériques en OPG chez des volontaires sains peuvent varier de 5 a 150

ng/ml [37]. Certaines améliorations des méthodes de détection ont été mises au point, et une
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attention particulicre a été accordée aux techniques de prélevement des échantillons et a la forme
d’OPG utilisée dans la calibration des tests [38, 39]. Ainsi, des concentrations allant de 0,1 a 3,6
ng/mL ont été détectées dans le sérum adulte [40], 5 2 35 ng/mL dans le liquide synovial [30],
162158 ng/ml. dans le lait maternel [41]et 50 2 700 ng/mL dans le fluide gingival [42].

1.1.5 Facteurs régulant I'expression de 'OPG :

Plusieurs facteurs locaux et systémiques sont connus pour réguler ’expression de TOPG
malis il est difficile de faire une liste exhaustive de facteurs stimulant ou inhibant sa production,
puisque celle-ci est tres variable en fonction du type cellulaire et des conditions environnantes. Le

tableau I résume les facteurs principaux affectant sa production [43].

Tableau-I: Cytokines et facteurs de croissance régulant [excpression de I'OPG.

. Expression , -
Cytokines dF’)OPG Type cellulaire Références
-1« i CE [44]

CE (1), fibroblastes (1), CML (1), OB (1), CD(1),

1.1 45-47

4 [ cellules stromales médullaires(]) [ |
1L-6 /1 Calvaria (1), cellules stromales médullaires (]) [46, 48]
1L-11 /1 OB(1), calvaria (1), cellules stromales médullaires (]) [46, 49, 50]
1L-17 l cellules stromales médullaires [46]
11.-18 1 cellules stromales médullaires, OB [51]

44, 47, 52

TNF-a 1 CE, CML, fibroblastes, CD. £3]’ T
BMPZ |1/ CML (1), OB () 5, 54
BMP-4 T cellules stromales médullaires [55]
BMP-7 l CML [54]
TGEg A cellules stromales médullaires (1), OB (1), CML (|) [54, 56, 57|
FGE2Z  [1/1 CML (), OB () 7, 59
PDGF i CML, MK [47]
IGF-1 l cellules stromales médullaires [59]

Légende : (1) augmente I'expression d’OPG; (]) diminue Pexpression d’OPG ; IL-1: intetleukine-1;
TNF-o : Tumor Necrosis Factor-a ; BMP: Bone Morphogenetic Protein, TGE-B: Transforming Growth Factor-f; FGF-
2: basic Fibroblast Growth Factor;, PDGE: Platelet-Derived Growth Facor; 1GF-1: Insulin-like Growth Fador-1
CE: cellules endothéliales ; CML: cellules musculaires lisses ; OB : ostéoblastes; CD: cellules dendritiques ;
MK : mégacaryocytes.

1.2 OPG et tissu osseux - la triade OPG/RANK/RANKL :

Le remodelage osseux est un processus physiologique qui permet le renouvellement du
tissu osseux griace a la résorption de 1'os ancien et a son remplacement par une matrice osseuse
nouvellement synthétisée. Les ostéoclastes (OC) qui sont des cellules d’origine hématopoiétique
sont responsables de la résorption osseuse et les OB qui ont une origine mésenchymateuse, sont
des cellules responsables de la formation osseuse. La différenciation ainsi que 'activation des OC

nécessitent des interactions avec les OB et les cellules stromales, principalement par contacts
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cellulaires. Ce processus est régulé par plusieurs facteurs locaux et systémiques dont les plus

importants forment la triade moléculaire OPG/RANK/RANKL [60].
1.2.1 La triade OPG/RANK/RANKL :

L’identification des nouveaux membres de la super famille des TNF et des TNFR a savoir
RANKL (TNFRSF11), son récepteur RANK (Receptor Activator of NF-xB ; TNFRSF11A) et
son récepteur leurre OPG (TNFRSF11B), a permis une avancée considémble dans la
compréhension des mécanismes impliqués dans la résorption osseuse en physiologie et en
pathologie, grice a l'utilisation de modecles animaux transgéniques qui ont permet de mettre en
évidence le role de chaque protagoniste dans le controle de ’homéostasie osseuse. I’interaction
de RANKL avec son récepteur RANK induit la différenciation et I'activation des précurseurs
ostéoclastiques en OC matures et actifs. ’OPG qui est un récepteur soluble est capable de lier le
RANKL et empécher son interaction avec RANK, inhibant ainsi l'activation des OC et par
conséquent la résorption osseuse. ’OPG est donc une molécule qui protége 'os dune

résorption excessive (Figure 2) [60].

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-2 :Rile de la triade OPG/ RANK/ RANKL dans la régulation de I'homéostasie ossense (adapté par Amgen de
Boyle et al. 2003).

1.2.2 RANKL ; facteur inducteur de la résorption osseuse :

RANKL auparavant connu sous les noms de ligand de FOPG, de facteur de différenciation
des OC ou de cytokine induite par activation du TNF (TRANCE), appartient a la famille des
ligands TNF. C'est une protéine transmembranaire qui peut également exister sous forme libre
par clivage ou épissage alternatif. L'association de 3 molécules de RANKL compose la molécule
fonctionnelle trimérique [61]. RANKL est essentiellement exprimé dans le tissu osseux (cellules
stromales et OB) et les organes lymphoides (lymphocytes T). Toutefois, de nombreux autres

types cellulaires Pexpriment dont les ostéocytes, les cellules épithéliales mammaires, les
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kératinocytes, les fibroblastes synoviaux, les chondrocytes hypertrophiques, certaines cellules
malignes et les cellules endothliales [62].

RANKL apparait comme le facteur essentiel de la coopération entre les cellules
stromales/ostéoblastiques et les précurseurs ostéoclastiques [63]. En se liant a son récepteur
RANK en présence du M-CSF, RANKL stimule la fusion des précurseurs ostéoclastiques, leur
attachement a la matrice osseuse, l'activité de la résorption osseuse et leur survie [31, 64]. Iz vivo,
les souris déficientes pour le gene de RANKIL développent une ostéopétrose caractérisée par
l'absence d'OC, mais les progéniteurs ostéoclastiques sont en nombre normal et peuvent se
différencier en OC actifs quand ils sont cocultivés avec des cellules normales stromales/ OB [63].
Les souris surexprimant RANKIL développent une ostéoporose sévere [65]. Ainsi, RANKL est

un puissant inducteur de la résorption osseuse.
1.2.3 RANK ; récepteur membranaire de RANKL :

RANK est une protéine transmembranaire appartenant a la superfamille des récepteurs au
TNF. RANK est présent a la surface des précurseurs ostéoclastiques et des OC matures au
niveau osseux, et il est également exprimé par les lymphocytes, les cellules dendritiques et les
cellules endothéliales [66]. Lors de contacts cellulaires, la liaison RANK/RANKL permet la
transduction de signaux intracellulaires indispensables a la différenciation ostéoclastique [34]. Les
souris transgéniques déficientes pour le gene RANK développent une ostéopétrose caractérisée
par l'absence d'OC, phénotype similaire 4 celui des souris invalidées pour le géne codant pour
RANKL. En outre, les précurseurs ostéoclastiques de ces souris sont incapables de se différencier
en OC zn vitro [67]. Ainsi, RANK est indispensable a 'action de RANKL.

1.2.4 OPG ; récepteur leurre de RANKL et inhibiteur de la résorption osseuse :

Récepteur soluble de RANKI, I'OPG est un puissant inhibiteur de la résorption osseuse en
agissant comme un récepteur leurre ; il se lie a RANKL et bloque son interaction avec RANK
inhibant ainsi la différenciation et l'activation ostéoclastique (voir la figure 2). I’OPG peut
également agir directement sur les OC matures, ou elle régule la production de protéases
impliquées dans la dégradation de la matrice organique. Elle inhiberait I'expression de la
cathepsine K et de la TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase), et stimulerait celle de la MMP-9
(Métalloprotéinases Matricielles-9). 2 OPG aurait également la capacité d’induire I'apoptose des OC
[68]. RANKL controle la biodisponibilité de POPG, son internalisation et sa dégradation, et
I’OPG module la demi-vie de RANKL [69]. Ir vivo, les soutis transgéniques surexprimant TOPG
développent une ostéopétrose caractérisée par un défaut de la différenciation ostéoclastique. Les
souris déficientes en OPG développent quant a elle, une ostéoporose sévere avec une
augmentation de la différenciation et de l'activité des OC. L’administration d'OPG chez le rat
entraine une augmentation de la densité minérale osseuse (DMO) et du volume osseux, avec une

diminution rapide du nombre d’OC actifs, et prévient la perte osseuse secondaire a I'ovariectomie
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[20, 70, 71]. Ainsi, FOPG est le facteur permettant de maintenir Péquilibre entre la résorption et la

formation osseuse.
1.2.5 Role de ’OPG dans les pathologies osseuses :

Puisque POPG est un acteur central dans la régulation du remodelage osseux, un certain
nombre d'études ont évalué son role dans les maladies liées a I'os. Son implication a été
particuliecrement évaluée dans l'ostéoporose, la polyarthrite rhumatoide, la parodontite et la
maladie de Paget juvénile. Dans la majorité des cas, un traitement par TOPG améliore les effets
liés a ces pathologies. I'ostéoporose caractérisée par une faitble DMO en raison de lactivité
accrue des OC liée a la carence chez les femmes en cestrogenes, peut étre controlée par I'injection
d’cestrogenes ou de bisphosphonates. Ces deux molécules stimulent la production d’OPG par les
OB [55, 72, 73]. Ia polyarthrite thumatoide induite par une inflammation chronique de la
membrane synoviale des articulations peut étre « ralentie » dans les modéles murins de la maladie
par Pinjection d’OPG qui prévient I'accumulation des OC [74-76]. La parodontite liée a une
prolifération bactérienne du tissu conjonctif gingival entrainant une destruction osseuse alvéolaire
pourrait étre tmitées par 'OPG [77-79]. Enfin la maladie de Paget juvénile caractérisée par un
remaniement osseux accéléré de I'ensemble du squelette est induite par des mutations du gene
OPG sur les domaines2, 3 et/ou 4 et le domaine de mort. L’injection OPG recombinante

améliore la DMO et réduit le remodelage osseux [80-82].
1.3 OPG ; facteur de survie cellulaire :

Pendant des années, lintérét porté sur 'OPG était axé sur sa capacité a inhiber
I’ostéoclastogenese, jusqu’a ce qu’on découvre que cette protéine était également capable de lier le
ligand inducteur d’apoptose relatif au TNF, TRAIL. Ce ligand de la famille des TNF fonctionne
sous forme d’homotrimeére, son activité biologique est la surveillance immunitaire et I'induction
de 'apoptose dans les cellules tumorales [83].

In vivo, TRAIL est exprimé dans plusieurs tumeurs malignes [84]. Il est le principal
médiateur de l'activité cytotoxique des cellules tumorales et est produit par les monocytes en
réponse a l'interféron-y ou-a [15]. Les cellules normales sont en principe insensibles a 'action du
TRAIL, mais de plus en plus d’expériences montrent son role dans la régulation de divers tissus
sains. Des études réalisées sur des souris déficientes en TRAIL ont démontré son role anti-
tumoral. En effet, les souris TRAIL”" sont plus sensibles a l'initiation tumorale [85]. TRAIL
exerce ses effets par sa liaison a deux classes de récepteurs membranaires (DR4 et DR5) portant
des domaines dits de mort [86]. L'activation de DR4/DR5 par TRAIL déclenche la cascade de
mort cellulaire commune a la famille des TNF. Pour éviter I'apoptose induite par TRAIL,
certaines cellules adoptent une stratégie de synthese de récepteurs membranaires leurres ne
possédant pas les domaines de mort ou libérent des cytokines capables de lier le TRAIL et
I'inhiber. Au moins 2 de ces récepteurs de surface cellulaire ont été identifiés: DcR1 et DcR2 [87],

et TOPG représente une de ces cytokines puisqu’elle est capable d’inhiber completement I'action
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de TRAIL. Cette capacité qua 'OPG a lier TRAIL et a empécher son association avec les
récepteurs induisant la mort cellulaire, lui confére sa qualification de facteur de survie cellulaire,
notamment dans le cas des tumeurs. Enfin, Cross ¢7 a/. suggerent que TOPG pourrait intervenir
dans la promotion de la sutvie cellulaire via un mécanisme indépendant du TRAIL [13],
mécanisme qui reste a identifier et qui impliquerait probablement l'intégrine « B3; et la voie de

signalisaion NF-uB (nuclear factor-kappa B) [88].
1.4 OPG et syst¢me immunitaire :

Les systemes squelettique et immunitaire ont une relation complexe. Ils sont intimement
liés a Postéoclastogenese et I'hématopoiese qui se produisent dans la moelle osseuse. Les cellules
osseuses et immunitaires partagent également des précurseurs hématopoiétiques. En outre, les
systemes squelettique et immunitaire partagent diverses cytokines qui régulent les voies de
transduction impliquées dans I'ostéoclastogenese et l'activation du systeme immunitaire. C’est le
cas de la triade OPG/RANK/RANKL. Ainsi, malgré le fait que ’'OPG soit principalement
impliquée dans le remodelage osseux, un faisceau d’arguments plaide pour une interaction de
cette protéine avec la réponse immunitaire [89], ou son role est souvent associé a RANKL et
TRAIL. 1l a été démontré que ’OPG interagit en particulier avec plusieurs cellules du systeme

immunitaire dont les monocytes, les cellules dendritiques et les cellules T et B.
1.4.1 Les monocytes :

Seshasayee ef al.ont montré qu’une stimulation de monocytes pendant 24 heures avec des
doses croissantes de RANKL induit une production accrue de cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-a et 'IL-1, ainsi qu’une activation de la synthese de cytokines T comme I'IL-12 et
I'IL-6. Cette stimulation induit également une expression du CD80, du CD86 et du CMHII par
les monocytes humains. RANKL peut donc induire la présentation de lantigene par les
monocytes aux cellules T, activant ainsi 'immunité adaptative. Il a été également démontré que
I’'ajout de POPG dans ce milieu est capable d’inhiber totalement les effets induits par RANKL.
Ceci suggere un role régulateur de PFOPG analogue a celui qu’elle joue dans le remodelage osseux
[90]. ’OPG module également la migration des monocytes via sa liaison au syndécanne-1 (SDC-

1) et une signalisation impliquant les voies phosphatidylinositol 3-kinase/Akt [3].
1.4.2 Les cellules B :

Yun ez al. ont évalué le role d’OPG dans le développement des cellules B chez des souris
OPG”". TIs ont cultivé des cellules pro-B de souris OPG™'~, OPG™~ et OPG"" en présence
d’IL-7, une cytokine nécessaire a la survie et la prolifération des cellules pro-B. Les cellules pro-B
des souris OPG ™" proliférent plus que celles issues des souris OPG™~ et OPG™”, suggérant que
I’OPG régule négativement la prolifération des cellules pro-B [2]. RANKL est connu pour réguler
le développement de cellules B aux stades précoces. Des preuves récentes d'une nouvelle souche
de souris mutante OPG ™/~ confirment I'idée que l'interaction entre OPG, RANK et RANKL
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reglemente le développement des cellules B et, éventuellement, les fonctions de cellules B

matures [63].
1.4.3 Les cellules dendritiques et les cellules T:

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigenes spécialisées dans
initiation de la réponse T. Elles ont la capacité de migrer 7z vivo a partir des tissus ou elles
rencontrent les antigenes, vers les tissus lymphoides contenant les cellules T et ou la réponse
immune est initiée. L’expression de RANK a été détectée sur les cellules dendritiques, et son
activation par RANKL exprimé a la surface des lymphocytes T prévient 'apoptose des cellules
dendritiques tout en entrainant la prolifération des lymphocytes T. Ces effets sont supprimés en
présence d’OPG. En effet, TOPG diminue la production de cytokines engendrées par la
stimulation des cellules dendritiques par RANKIL, c’est-a-dire des cytokines pro-inflammatoires
comme IL-6, IL-11 et des cytokines produites par la prolifération des lymphocytes T : IL-12 et
IL-15 [91, 92]. Ainsi, il a été démontré qu'un traitement des lymphocytes T a FOPG empéche leur
réponse immunitaire a médiation cellulaire dans un modele de souris, ce qui est di a une forte
réduction de la survie des cellules dendritiques [93]. D’autre part, TRAIL produit par les cellules
T activées et les cellules dendritiques induit I'apoptose de ces dernicres. Etant capable de se lier au
TRAIL, OPG peut donc également jouer un role contraire qui est celui de maintien de survie des
cellules dendritiques. Ainsi I'équilibre entre les niveaux de RANKL, du TRAIL et de ’OPG a des
stades précoces ou tardifs de la réponse immunitaire est déterminant pour le sort des cellules

dendritiques et de la réponse immunitaire.
1.5 OPG et syst¢eme hé matopoiétique :

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont responsables de la production des
cellules sanguines tout au long de la durée de vie d'un individu [94]. Elles sont localisées le long
de I’endoste’ et dans des sites périvasculaires adjacents a l'endothélium ou plusieurs facteurs
régulent leur différenciation [95]. Plusieurs types cellulaires de 'endoste dont les OB, les cellules
souches mésenchymateuses et les cellules stromales ont été décrites pour réguler la maintenance
des CSH dans la niche ostéoblastique [96]. Afin d'identifier les facteurs impliqués dans ce
processus complexe, Weisel ¢# a/ ont isolé plus de 100 lignées de cellules stromales de l'aorte-
gonado-Mésonéphros d’embryons de soutis et ont vérifié leur capacité a maintenir les CSH dans
leur niche. IIs ont démontré que de multiples clones ont une grande efficacité dans le soutien, le
maintien et l'expansion de ces CSH et observé que POPG jouait un role essentiel dans
Pexpansion des CSH, suggérant ainsi, un role potentiel de POPG dans la croissance et la
maintenance des CSH [97]. Il semble que FOPG soit fortement exprimée par diverses lignées de
cellules stromales et favorise 'expansion des CSH. Un traitement de cellules CD34" avec TOPG

induit une prolifération cellulaire accrue, accompagnée d'une augmentation de la fonction des

! Fine couche de cellules ostéoprogénitrices/ostéoclastes/cellules bordantes recouvrant la face interne de 1’os.
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cellules progénitrices. L’ensemble de ces effets est partiellement neutralisé par I'ajout de RANKL
[98]. D’autre part, la déficience en OPG chez la souris provoque une diminution de la masse
osseuse accompagnée d’une baisse de l'activité hématopoiétique [99]. Ainsi, TOPG a été décrite
par Moldenhauer ef @/ comme un facteur de croissance hématopoiétique [4].

Un autre mécanisme via lequel FOPG pourrait intervenir dans le systeme hématopoiétique
est son interaction avec TRAIL. Suivant Zauli ¢#a/, 'OPG libérée dans le microenvironnement de
la moelle osseuse par les cellules stromales médullaires et les OB est capable de moduler 'activité
biologique de TRAIL. I’OPG est donc aussi un puissant facteur de survie pour les progéniteurs
érythroides et mégacaryocytaires [100].

Chagraouia e a/ ont montré une forte expression de TOPG dans le cytoplasme des MK et
les proplaquettes murins. Sa libération dans le milieu conditionné de ces cellules en culture est
également détectée z vitro [29]. Par ailleurs, 'étude menée par Chollet e a/ atteste que FOPG est
colocalisée avec le facteur de Von Willebrand (VWF) au sein des granules alpha des MK humains
et des plaquettes qui en dérivent [101]. Suivant ces 2 équipes, 1 'OPG est exprimée a tous les
stades de maturation mégakarocytaire, et qu’elle soit située a I'intérieure des granules alpha ou a la
périphérie de la cellule, sa localisation apicale est compatible avec sa fonction en tant que
molécule de sécrétion.

La thrombopoiétine, une hormone qui stimule la prolifération et la maturation des MK,
augmente fortement les taux d’expression d’ARNm codants pour ’'OPG par ces cellules [29]. Les
niveaux d’expression de POPG sont augmentés avec la maturation des MK [102]. Ces résultats
pourraient expliquer pourquoi les MK matures deviennent insensibles a la cytotoxicité induite par

TRAIL et suggerent un role de TOPG dans leur maturation.
1.6 OPG et physiopathologie vasculaire :

L’OPG est exprimée a la fois par les CML et les CE des parois artérielles et veineuses.
Ainsi, son implication dans la physiopathologie vasculaire a été décrite par plusieurs auteurs. Des
études menées chez ’homme ont montré que la prévalence de 'ostéoporose est souvent associée
a une prévalence élevée de facteurs de risque cardiovasculaires voire de maladies cardiovasculaires
avérées. Une association entre la fraglité osseuse et les manifestations cliniques de
I’athérosclérose a été mise en évidence. Ce qui est aussi le cas pour la baisse de la DMO qui elle,
est associée a une prévalence élevée de survenue d’accidents vasculaires cérébraux [26]. Des
¢tudes menées sur des modeles animaux ont montré qu’un traitement a ’OPG empéche les
dépots calciques artériels liés aux traitements antithrombotiques par la warfarine ou a des doses
¢levées de vitamine D. En revanche, des niveaux sériques élevés en OPG ont été retrouvés chez
des patients atteints de maladies coronariennes [11, 103], et ont été corrélés a un risque de déces
d'origine cardiovasculaire 3 a 4 fois plus élevé [104, 105].

En plus de la forme soluble de ’OPG, une autre forme associée au VWFE a été détectée

dans les corps de Weibel Palade. Sa concentration sérique peut donc étre rapidement augmentée
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sous I’effet de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et 'IL-18 [106]. L’OPG est alors
rapidement relarguée dans I'espace extracellulaire ou elle joue un role dans le recrutement des
leucocytes et des plaquettes sur les sites d’'inflammation ou d’ischémie [14]. Nous décrivons dans
la suite de ce chapitre Pimplication de ’'OPG dans la pathogenese de l'athérosclérose et des

maladies cardio-vasculaires.
1.6.1 Réle de POPG dans la physiopathologie de 1'athérosclérose:

La calcification des parois artérielles, phénomene actif similaire a celui de la formation
osseuse, est fréquemment associée a lathérosclérose. la participation de I'OPG dans ce
processus est apparemment liée a l'inflammation puisqu’une forte expression de I'OPG par les
cellules inflammatoires présentes dans les plaques d'athérosclérose a été observée [107]. De plus,
Pexpression de TOPG par les CML et les CE est fortement augmentée sous I'effet de cytokines
pro-inflammatoires contribuant ainsi a la dysfonction endothéliale [44]. En outre, FOPG induit
Pexpression & ICAM-1, de VCAM-1 et de la E-sélectine par les CE favorisant ainsi I'adhésion
des monocytes a I'endothélium ; une premiere étape de la dysfonction endothéliale [108].

Les niveaux d’expression de POPG dans les plaques d'athérosclérose peuvent vatier en
fonction du type de la plaque: élevés dans les plaques les plus instables (symptomatiques), ils
peuvent étre tres faibles dans les plaques stables (asymptomatiques) [109]. Les concentrations
physiologiques en OPG protégeraient la paroi vasculaire contre la calcification. En effet les
modeéles animaux OPG”" montrent des artéres calcifiées [110]. Toutefois, le traitement de ces
soutis OPG”" avec une OPG recombinante induit Papparition de fibroses et une augmentation de
I'expression du TGF-$1 favorisant ainsi un role pathogene de FOPG dans le développement,
l'évolution et l'instabilité des lésions athérosclérotiques [111]. Enfin, une étude réalisée chez des
femmes ménopausées a démontré que des niveaux sériques élevés en OPG sont associés a une

augmentation de I'épaisseur de 'intima-média, un marqueur de l'athérosclérose précoce [112].
1.6.2 Le role prédictif de I'OPG dans les maladies cardiovasculaires

Au cours de ces dernieres années, de nombreuses études cliniques rapportent une
corrélation entre les niveaux sériques dOPG et la morbi-mortalité cardiovasculaire liée aux
maladies coronariennes, a la calcificaion vasculaire, aux complications diabétiques, a
l'insuffisance cardiaque et a ’'anévrisme de 'aorte abdominale. Un petit résumé de quelques-unes

de ces études, est présenté dans le tableau IL
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Tableau-II : Etudes épidénnologiques évalnant le rile de 'OPG dans certaines maladies cardiovasculaires.

Etude Objectif-cible principales conclusions Référence

Prospective La mortalit¢ due aux | Corrélation significative entre les niveaux [104]
maladies cardiovasculaires | sériques d’OPG, la mortalité globale et la
cérébrales. mortalité due aux maladies

cardiovasculaires.

Transversale La présence et/ou la| Corrélation significative entre la présencede [11]
sévéritt  de  maladies | OPG et de la gravité des maladies
coronariennes. coronariennes.

Prospective Progression de | Forte corrélation entre les concentrations [105]
l'athérosclérose, des | sériques basales de 'OPG, la progression
maladies cardiovasculaires | de l'athérosclérose €t l'appariton de
et mortalité globale. maladies cardiovasculaires.

Prospective La mortalitt  d’origine | Les concentrations plasmatiques élevées en [9]
cardiovasculaire et | OPG au  début de  maladies
mortalité globale. cardiovasculaires sont un signe de mauvais

pronostic.

Transversale Sévérité de  maladies | Corrélation significative des niveaux de [12]
artérielles périphériques et | TOPG chez les patients présentant des
lapparition de ischémie. ulcérations ischémiques et

corrélation positive avec la sévérité de la
maladie.

Transversale Calcifications de Tlaorte, | Corrélation significative entre les niveaux [113]
hypertrophie du ventricule | YOPG et la  sévérité de maladies
gauche et maladies | coronariennes mais pas avec la calcification
coronariennes. aortique.

Prospective Epaisseur ~ de  l'aorte | Corrélation entre les niveaux sériques [40]
abdominale. d’OPG et Iépaisseur de 'intima-média.

Transversale Insuffisance cardiaque Corrélation significative entre POPG et la [114]

sévérité de la maladie.

Transversale L'ischémie  myocardique | Augmentation des niveaux d’OPG chez les [115]
silencieuse. patients asymptomatiques.

Transversale Infarctus aigu du myocarde | Cotrrélation significative des niveaux d'OPG [116]
et maladies coronariennes | chez les patients atteints d’infarctus du
stables. myocarde aigu et de maladies coronariennes

stables.

Prospective Mortalité due aux maladies | Corrélation significative entre les niveaux [117]
cardiovasculaires. de base d'OPG et la mortalité.

Transversale Stabilit¢ de la plaque | Corrélation inverse entre les niveaux [107]
carotidienne. sériques d’OPG et la stabilité de la plaque

Prospective La mortalité a long terme. | Les niveaux sériques d’OPG sont prédictifs [10]

de la mortalité a long terme et du
développement d’une insuffisance
cardiaque chez les patients atteints de
syndromes coronariens aigus.

Prospective Risque relatif de futurs [ L’OPG est associée au risque d’apparition [118]
événements coronariens. des événements coronariens.

Prospective Morttalité cardiovasculaire. | L’OPG semble étre un facteur de risque [119]

indépendant pour la mortalité globale et les
déces d'origine cardiovasculaire.
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Prospective Calcification des artéres | L’OPG est associée a un risque accru [120]
coronaires, incidence de | d’incidents cardiovasculaires et de mortalité.
maladies et mortalité. Log-OPG  est positivement lié a de

multiples facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires.

Prospective Déces dus aux maladies | FOPG est associée a un risque accru de [8]
cardiovasculaires, a | mortalité¢ globale, de mortalité par maladies
Iinfarctus du myocarde et | cardio-vasculaires et  d’infarctus  du
mortalité globale. myocarde.

Prospective Déces d’origine | les taux sériques d'OPG sont un facteur [121]
cardiovasculaire. prédictif de la mortalité chez les patients

atteints de maladies coronariennes stables.

Prospective Risque  d’infarctus  du | Les concentrations sériques d’OPG sont [6]
myocarde, d’accidents | associées a un risque d'infarctus du
vasculaires cérébraux et de | myocarde, d’accidents vasculaires
mortalité. cérébraux, de la mortalité globale, de la

mortalité due a I'ischémie cardiaque et aux
accidents vasculaires cérébraux.

Prospective Infarctus du myocarde non | les niveaux élevés d’OPG sont un facteur [122]
fatal,  déces  d'origine | prédictf indépendant du pronostic des
cardiovasculaire. patients atteints de lésions coronaires

intermédiaires.

1.6.3 La relation entre OPG et les facteurs de risque cardiovasculaire :

Plusieurs associations entre les concentrations sériques en OPG et les facteurs de risque
cardiovasculaire ont été rapportées. D’une manicre générale, les taux plasmatiques d’OPG sont
associés a des états inflammatoires [123, 124] et comme nous I’avons vu plus haut, corrélés a la
sécrétion de différentes cytokines inflammatoires [125, 126] et de certaines hormones (insuline)
[127]. Des corrélations positives avec les niveaux d'homocystéine, du tabagisme, de la glycémie a
jeun et de 1'hémoglobine glycosylée ont été également décrites. Par ailleurs, une augmentation
importante de 'OPG avec l'age et chez les patients atteints de diabete, d'hypothyroidie ou
d’insuffisance rénale sévére a été rapportée, et une association entre FOPG et le vieillissement a
¢été ainsi suggérée [103, 105, 128, 129].

Dans I'étude de Tereked e7 al, les taux plasmatiques d'OPG étaient sensiblement associés
au cholestérol total, au cholestérol HDL, a la lipoprotéine A, et a 'apolipoprotéine B [130]. De
plus, OPG a été proposée comme un marqueur de la dysfonction endothéliale. La dysfonction
endothéliale est évaluée par la mesure de la dilatation de l'artere branchiale induite par le flux
(EMAD ; flow-mediated dilatation of the brachial artery). Plusieurs études ont démontré une association
entre les concentrations d'OPG et la réduction de la FMAD chez les patients diabétiques [131,
132]. La FMAD est également en corrélation négative avec les concentrations sériques d'OPG
chez patients atteints de maladies artérielles périphériques [133]. Akinci e /. ont observé une
association significative entre 'OPG et I'épaisseur de lintima-media de la carotide chez les
femmes atteintes de diabete gestationnel, ce qui suggere que 'OPG pourrait jouer un role dans la

pathogenese de la dysfonction endothéliale [134].
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Au sujet du diabete, les concentrations périphériques d'OPG ont été retrouvées plus
¢levées dans les deux types 1 et 2 de patients diabétiques. D’ailleurs, les femmes diabétiques
présentent des concentrations sériques dOPG 30% plus élevées que les sujets controles. Les
niveaux d'OPG semblent étre ainsi, étroitement liés a l'apparition ainsi qu’a la progression de
cette maladie [135]. D’autre part, les niveaux d'OPG sont fortement liés a la fois a la pression
artérielle systolique et diastolique [136], ce qui suggere que les concentrations sériques d'OPG
pourraient étre un marqueur aussi de I'hypertension [137, 138]. Et enfin, OPG semble avoir un
role dans I'insuffisance cardiaque ce qui est, en partie, attribuable a I'induction de des MMP-2 et -
9 qui entrainent la dégradation de la matrice, le remodelage ventriculaire défavorable et la

détérioration de la fonction du myocarde [139].
1.7 OPG et tumorigene¢se :

La découverte que 'OPG est un inhibiteur potentiel de Iactivation et de la maturation des
OC, a initi¢ la recherche sur la possibilité d’utiliser cette molécule comme agent thérapeutique
dans le traitement des maladies associées a une augmentation de la résorption osseuse ou au
développement des métastases osseuses. La dérégulation du systeme RANKL/OPG est en effet,
la cause principale des pathologies osseuses consécutives d’une tumeur primaire comme le cancer
du sein, de la prostate et les myélomes multiples. Cependant, la découverte de I'habilité qu’a cette
molécule a lier TRAIL et inhiber son activité a controversé son éventuelle utilisation comme
agent thérapeutique.

L’OPG et ses deux ligands, TRAIL et RANKL, sont exprimés a différents niveaux dans les
tissus normaux et tumoraux, et leur role dans le microenvironnement tumoral est loin d’étre
établi. OPG pourrait exercer un effet anti-ou pro-tumorale selon qu'elle soit associée 2 RANKL
ou a TRAIL, ce qui dépend des concentrations relatives des deux cytokines dans 'environnement
tumorale [5, 13, 140]. En se liant 2 TRAIL, elle inhibe I'apoptose de certaines cellules tumorales,
et en se liant a RANKL elle inhibe I'ostéoclastogenése et diminue la capacité de migration des
cellules tumorales en raison de l'inhibition de l'interaction entre RANKL et RANK [141]. De
plus, Iactivité de TOPG peut étre régulée par les protéoglycanes sulfatés. La capture de 'OPG
par les protéoglycanes de la matrice extracellulaire de ’os, favorise 'ostéolyse, contribuant ainsi a
des troubles osseux conduisant a l'apparition de métastases. Linteraction de FOPG avec les
protéoglycanes empéche sa liaison avec le TRAIL et le RANKL, et diminue son temps de demi-
vie [142, 143]. D’ailleurs, certaines cellules tumorales comme les cellules de myélomes humains,
sécretent d’avantage de syndécanne-1 pour inhiber I'action de TOPG et augmenter la maturation
des OC [144]. Par conséquent, les concentrations relatives des protéoglycannes sont également
déterminantes de l'activité anti- ou pro-tumorale de FOPG.

I’OPG est sécrétée par un grand nombre de cellules tumorales, du cancer du sein, de la
prostate [145-147], du colon [148, 149], de la vessie [150] et d’ostéosarcomes [151]. Ses niveaux

d’expression sont en général corrélés a I'agressivité des cancers et a leur degré métastatique [152-
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155]. Drailleurs, elle a était proposée comme un marqueur des stades d’avancement de certaines
cancers dont celui du colon et du pancréas [148, 150, 156, 157]. Il semblerait que ’'OPG favorise
le développement des métastases osseuses conséquentes a certaines tumeurs (le cancer du sein
notamment), ou elle joue un role multifactoriel. Non seulement elle inhibe d’une fagon dose-
dépendante l'action de TRAIL mais elle est également en mesure d’attirer les métastases sur le
site osseux [154, 158, 159].

Les métastases osseuses dans le cancer de la prostate sont trés souvent ostéocondensantes.
Chez les patients ayant ce type de métastases on retrouve des taux sériques élevés en OPG, ce qui
tésulte probablement de la sécrétion d’'OPG par les cellules tumorales et/ou au fait que ces
derniéres libérent des facteurs qui stimulent la production d'OPG par les OBJ[145].
L’implantation de cellules du cancer de la prostate (OPG-C4-2) qui surexpriment 'OPG, en sous-
cutané chez la souris, n’exerce aucun effet sur le volume et la croissance tumorale. Par contre,
I'implantation de ces mémes cellules dans Pos réduit significativement le volume de la tumeur.
Donc, POPG n’a pas d’effet direct sur la croissance des cellules tumorales mais, en diminuant
Postéolyse associée aux tumeurs celle-ci minimise 'approvisionnement en facteurs de croissance
et donc limite 'espace de la tumeur qui, pour se développer a besoin des facteurs libérés a partir
des cavités de I’ostéolyse [160].

Les cellules de myélomes humains ne produisent pas TOPG, par contre elles ont la capacité
de diminuer sa sécrétion par les d’autres types cellulaires et diminuer ainsi ses concentrations
locales.[144]. Cette diminution de la production d'OPG est susceptible de contribuer aux
maladies osseuses observées dans le cas des myélomes multiples, ou l'activité des ostéoclastes est
accrue. Cependant, 'observation selon laquelle OPG peut inhiber 1'apoptose, suggere qu'il existe
un équilibre délicat entre les effets bénéfiques de I'OPG et les effets potentiellement néfastes.
Tenant compte de cela, un peptidomimétique d’OPG ; OP3-4 a été développé. Le traitement des
cellules murines mononuclées du sang périphérique avec 'OP3-4 inhibe la formation des
ostéoclastes, et contrairement a I'OPG, ce peptide n’inhibe pas 'apoptose induite par TRAIL
chez les cellules du myélome. Des expériences utilisant ce peptide sur des souris porteuses de
myélome, ont montré des résultats prometteurs en effet, il est capable de réduire I'ostéolyse et la
masse tumorale [161].

Les tumeurs locales osseuses sont souvent agressives et les ostéolyses associées sont
séveres [162]. Les ostéosarcomes sont des tumeurs primitives osseuses caractérisées par leur
capacité a former un tissu ostéoide et se métastasent prioritairement dans l'os, les poumons et le
foie [163]. Il a été démontré que 'OPG produite par les cellules d’ostéosarcome favorisait la
croissance tumorale [140]. De plus, une surexpression de RANKL dans les ostéosarcomes
humains a été rapportée, ce qui vient probablement perturber le remodelage osseux et favoriser le

développement des ostéolyses [164]. Des études menées chez des animaux présentant un
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ostéosarcome, ont montré qu'un traitement a I’OPG-Fc’, bloque la destruction osseuse induite
par la tumeur [163] Enfin, une étude plus récente montre qu’un traitement des cellules
d'ostéosarcome humain au 2-methoxyestradiol’ stimule Pexpression POPG ce qui expliquerai

probablement les effets bénéfiques de cet agent [165].
1.8 OPG et angiogenése :

I’implication de TOPG dans la vascularisation a été suggérée pour la premicre fois en 2000
par équipe de Malyankar, qui ont observé son expression par les CE extraites de I'aorte de rats
[166]. Ensuite d’autres auteurs ont documenté son expression sur des CE de macro- et micro-
vaisseaux [44, 47, 106]. En conditions physiologiques, ’'OPG libérée dans la paroi vasculaire
provient essentiellement des CML et non pas des CE [167]. En effet, Les CE sécrétent de faibles
quantités OPG (environ 2ng/ml/ 10° cellules/24h) mais celles-ci peuvent étre multipliées par un
facteur de 15 dans des conditions inflammatoires sous l'effet du TNF-a (32ng/ml/ 10°
cellules/24h) [168]. Au sein des CE, POPG est localisée dans les cotps de Weibel-Palade, associée
au VWF. Lors de la stimulation des CE avec le TNF-a et IL-18 7z witro, ce complexe est
rapidement libéré dans le milieu de culture. Iz zivo, il est également retrouvé dans le sérum humain
[106]. I’équipe de Malyankar a démontré un rdle protecteur de FOPG sur les CE
microvasculaires humaines (HMVECs ; buman microvascular endothelial cells) de 'apoptose induite
par une carence en facteurs de croissance. Au départ, ils ont suggéré un mécanisme qui
impliquerait I'intégrine o 3; et 'activation de la voie de signalisation NF-»B [166]. Cependant, une
¢tude complémentaire publiée par la méme équipe en 2004, a révélé la présence d’'un complexe
OPG-TRAIL dans le surnageant des HMVECs cultivées sur I'osteopontine, ligand de I'intégrine
o35, en condition sans sérum. IOPG protegerait donc les CE de 'apoptose via son interaction
avec TRAIL [169]. Cet effet anti-apoptotique de 'OPG sur les CE a également été démontré
chez les patients atteints de parodontite. Kobayashi-Sakamoto ¢ a/ ont ainsi montré que
Porphyromonas  gingivalis; un pathogene majeur de la parodontite de I'adulte qui affecte
profondément la vascularisation du parodonte, stimule la sécrétion de ’OPG par les HMVECs.
L’OPG ainsi synthétisée est aussitot dégradée par la bactérie [78]. L’OPG semble jouer un rdle
protecteur sur les HMVECs du détachement et de 'apoptose induite par les cystéines protéinases
libérées par le Porphyromonas gingivalis. Par ailleurs, ’OPG induirait une surexpression de I'intégrine
o35 par les CE, améliorant ainsi leur adhésion a la matrice extracellulaire, ce qui les protégerait de
I’apoptose subséquente au détachement cellulaire [170].

Les effets de TOPG sur I'angiogenése n'ont pas été vraiment étudiés mais quelques études
ont cependant montré son role dans la vascularisation des tumeurs. Ainsi en 2006, 'équipe de

Cross a confirmé une fois de plus 'effet pro-apoptotique de 'OPG sur les CE ; un effet qui

2 Protéine chimérique dont la partie Fc de I'immunoglobuline humaine IgG1 est fixée par liaison convalente &
I’extrémité C-terminale riche en cystéine de 'OPG

3 2ME2 (nom commercial Panzem) Métabolite naturel de ’estradiol anti-angiogene et induit I’apoptose des
cellules cancéreuses
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n'impliquerait pas cette fois ci, TRAIL. Elle a également rapporté une plus grande capacité des
CE de type HUVECs (Human Umdbilical Vein Endothelial Cells) a former des pseudo-tubes sur
Matrigel. Un marquage immunohistochimique de coupes provenant de plusieurs tumeurs
malignes et bénignes a révélé une forte expression d'OPG par les CE des tissus malins dans
certains cancers (cancer du sein, cancer colorectal). Aucune coloration similaire n’a été observée
dans les CE des tissus sains environnants. Cette surexpression d’OPG est donc propre aux zones
de malignité. L’expression de ’OPG par les CE semble étre liée a une interaction directe des
cellules cancéreuses avec les CE. Cette stimulation de la sécrétion d'OPG impliquerait 'activation
de l'intégrine av@3 et de la voie NF-»B [171]. Secchiero ez a/. a observé un lien entre le géne
suppresseur des tumeur p53 et la sécrétion de 'OPG. En effet les CE n’exprimant pas ce gene
liberent des taux beaucoup plus élevés OPG que les cellules controles [172]. 11 semble que
POPG soit capable dinduire Texpression de certains facteurs pro-angiogénes comme
I’angiopoiétine-2 (Ang-2), et de certaines molécules d’adhérence : ICAM-1, VCAM-1 et la E-
sélectine par les HUVECs stimulées au TNF-o [173]. Par ailleurs 'OPG recombinante favorise la
prolifération des CE microvasculaires en induisant ’activation de la voie Erk1/2. Ces effets sont
régulés par les intégrines a 35 et a 35 [174].

Cependant, les travaux menés par Cackowski ef 2/ montrent que POPG inhibe d’une
facon dose-dépendante l'angiogenése induite par des peptides qui activent les récepteurs de
I’hormone thyroidienne dans un modele d’explants métatarsiens chez la souris, via son action sur
formation des ostéoclastes [175]. Ainsi, on peut remarquer que les études menées sur
I'implication de 'OPG dans le processus angiogénique se limitent a son implication dans le

maintien de la survie des CE matures et sur leur prolifération.
Conclusion :

Le meilleur moyen de conclure sur les diverses fonction physiopathologiques de TOPG est
d’étudier ce schéma résumant les connaissances actuelles sur son expression, sa régulation et ses

fonctions putatives, souvent associées a RANKL et a TRAIL (figure 3 Kiechl ez /).

Autorisation de diffusion
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Figure-3 : Schéma représentant ['expression, la réglementation et les propriétés fonctionnelles de I OPG (Kiechl
et al, 2000).
Légende : DC: cellules dendritiques ; EC: cellules endothéliales ; FC: Foam cell; IL: interleukine; MC: mono cytes

et maaophages ; OB : ostéoblastes; OC: ostéoclastes; PPAR: Peroxisome proliferator-activated regptor ; SMC:

cellules musculaires lisses.
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Chapitre 2 : mécanismes de formation de nouveaux vaisseaux ; angiogenése

versus vasculogenése

Introduction :

L'importance du systeme vasculaire est révélée par son émergence des le début du
développement embryonnaire. Du fait de son role essentiel de fournir ’oxygene et les nutriments
aux tissus en développement, il constitue le premier systeme fonctionnel chez les vertébrés. Ce
systéeme est également essentiel a la réparation des tissus endommagés chez l'adulte [176]. Le
systéme vasculaire découle de I’action de trois processus : la vasculogenese, l'angiogenese et
l'artériogenese [177]. La vasculogenese donne naissance au premier vaisseau sanguin permettant
ainsi 1'établissement d'un plexus vasculaire primaire. L'angiogenese quant a elle, est le
bourgeonnement de nouvelles branches capillaires a partir de vaisseaux sanguins préexistants
permettant un développement spectaculaire du plexus vasculaire. L’artériogenese intervient dans
l'augmentation du diametre des vaisseaux par le recrutement de CML en réponse a un flux
sanguin important et aux forces de cisaillement [178].

Grace a ces trois mécanismes, un systeme circulatoire complexe est formé pour assurer la
médiation d'un large éventail de processus physiologiques vitaux dont I'oxygénation des tissus, la
livraison des éléments nutritifs, 1'élimination des déchets, la réponse immunitaire, la régulation de
la température et le maintien de la pression artérielle. Ce systeme est constitué de capillaires,
d’artéres et de veines constitués de plusieurs couches : I'intima formée de CE et de péricytes, la
media composée principalement de CML et de leur matrice extracellulaire et dans les plus gros
vaissecaux, de ladventice composée principalement de fibroblastes et de leur matrice
extracellulaire. La coordination précise des différentes composantes de ce systtme permet le
maintien et le remodelage du systeme vasculaire régi par un réseau complexe de médiateurs et
d'interactions cellulaires. Dans ce chapitre, nous résumons les voies principales impliquées dans la

régulation de la vasculogenese et de I'angiogenese.
2.1 L’angiogenese:

L'angiogenese est un processus complexe, finement équilibré qui consiste en la formation
de nouveaux vaisseaux a partir de ceux déja existants. Elle joue un réle essentiel au cours du
développement embryonnaire et, plus tard a 1'age adulte, dans plusieurs conditions physiologiques
et pathologiques comme I’ovulation, 'exercice musculaire prolongé, les tumeurs, la cicatrisation
des plaies et les maladies ischémiques. I.a formation de nouveaux vaisseaux sanguins commence
par un « switch » angiogénique induit par le facteur de transcription induit par I’hypoxie (HIF-1a ;
hypoxia inductible factor-1cX), 'acidose, T'activation des oncogenes ou linactivation des geénes
suppresseurs de tumeurs [179]. L’angiogenese peut étre induite par la germination de CE matures,
résidentes a proximité d’une plaie vasculaire, qui proliférent, migrent et se remodélent en

néovaisseaux ou par intussusception.
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2.1.1L’angiogenése par bourgeonnement :

Au cours de ce processus, le bourgeonnement vasculaire est dirigé par une cellule
endothéliale spécialisée appelée 7#p ce//: c’est une cellule qui regoit les premiers stimuli
angiogéniques [180]. Cette cellule est connectée aux autres CE qui vont former le nouveau
vaisseau. Le processus angiogénique est initié par la destruction locale de la membrane basale du
vaisseau et la dissociation des péricytes qui augmente ainsi la perméabilité vasculaire. Cette étape
est régulée par le VEGF (VVascular Endothelial Growth Factor), le monoxyde d’azote (NO), les MMP
et le systtme Ang/Tie, et favorise la migration de la #p ce// vers le stimulus angiogénique. La
dégradation de la matrice extracellulaire par les MMP permet aux CE de se détacher de la
membrane basale, de migrer derriere la #p ce// et d’envahir Iespace extravasculaire. Cette
dégradation permet également la libération de facteurs de croissance pro-angiogénes emprisonnés
dans la matrice, grace a quoi, les CE proliferent et migrent en tandem tout en s’organisant en
structures tubulaires tridimensionnelles dotés d’une lumicre, par lintermédiaire de molécule
d’adhésion. La stabilisation de la paroi vasculaire, par la synthése d’'une membrane basale et par le
recrutement de péricytes et de CML, est I'étape finale de 'angiogenese qui conduit a la formation

d'un nouveau réseau vasculaire fonctionnel [180, 181] (figure 4).
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Figure-4: Représentation schématique de I'angiogenese par bourgeonnement (Papetti et Herman, 2002)

2.1.2 I’angiogenese par intussusception:
L’angiogenése intussusceptive est l'expansion du réseau capillaire a travers un processus de
remodelage complexe qui implique l'insertion de « colonnes » dans les vaisseaux existants. Ce

processus comprend trois étapes au cours desquelles un vaisseau préexistant va se scinder en

deux; la croissance microvasculaire intussusceptive, l'arborisation intussusceptive et le
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remodelage des branches intussusceptives [182] (figure 5). La croissance microvasculaire
intussusceptive est déclenchée par le contact entre les CE des deux parois opposées d’un vaisseau
qui s’invagine pour établir une zone de contact et former une structure appelée noyau a I'intérieur
du vaisseau. Les facteurs de croissance, les péricytes et les myofibroblastes, envahissent le noyau
sur lequel des fibrilles de collagene sont formées afin de le stabiliser. La formation d'une
membrane basale termine cette étape. L'arborisation intussusceptive contribue a 'expansion de
l'atbre vasculaire par la formation de petits vaisscaux. Enfin le remodelage des branches
intussusceptives permet de moduler la structure et le nombre des vaisseaux en réponse a

différents signaux locaux et systémiques [183].
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Figure-5:Représentation schématique de I'angiogenése par intussusception (Makanya et al, 2009).
Légende : EC: cellule endothéliale ; Pr: péricyte ; BM : membrane basale ; Fb : fibroblaste ; Co : collagene.

2.1.1 Angiogenese physiologique versus angiogenése pathologique :

Dans des conditions physiologiques, l'angiogenése dépend de I'équilibre entre les
régulateurs positifs et négatifs de 'angiogenese (facteurs pro et anti-angiogéniques, tableau III)
dans Tenvironnement périvasculaire et microvasculaire, et nécessite une activité fonctionnelle
d'un certain nombre de molécules, notamment les facteurs de croissance et leurs récepteurs, les
protéines de la matrice extracellulaire, les molécules d'adhésion et les enzymes protéolytiques. Au
cours de l'angiogenese, les CE ont un profil d'expression génique distinct caractérisé par un
switch dans la balance cellulaire protéolytique vers un phénotype invasif accompagné par une
différence dans lexpression des molécules d'adhésion et des técepteurs aux facteurs de
croissance. Au sein des tissus normaux, la quiescence vasculaire est maintenue par une
dominance de facteurs endogeénes inhibiteurs d’angiogen¢se au profit des facteurs pro-
angiogenes. En revanche, I'angiogeneése pathologique est principalement liée a un déséquilibre

entre les facteurs pro- et anti-angiogenes|180].
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Tableau-III : 1 iste des facteurs pro et anti-angiogéniques.

Type Nom

Pro-angiogenes VEGFE, FGF-2, PIGF, SDF-1, PDGF, TGF-a et -, HGF, PAF, TNF-«a, IGF,
Ang-1, G-CSF, GM-CSF, Erythropoiétine, MCP-1, Kkallicréine tissulaire,
Fractalkine/ CX3CL1, IL-6, 1L.-8

Anti-angiogenes Angiostatine, Endostatine, Thrombospondine-1, IFN-« et —y, PTX3

IL-12, Ang-2, les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases.

Légende: VEGF : Vasailar Endothelial Growth Factor, FGF : Fibroblast Growth Factor, PIGF : Placental

Growth Facor, SDF-1 : Stromal Cell-Derived factor-1, PDGF : Platelet-Detived Growth Facor, TGF :
Transforming Growth Factor, HGF: Hepatocgte Growth Factor, PAF : Platelet Activating Factor, TNF : Tumor
Necrosis Factor, IGF : Insulin-like Growth Factor, G-CSF : Granulocgte Colony-Stimulating Factor, GM-CSF :

Granulo cyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, MCP : Monocyte Chimoattractant Protein, IL : intetleukine,
IFN : interferon.

a) Angiogenése physiologique :

Chez l’adulte sain le réseau vasculaire est quiescent, mais la croissance de nouveaux
vaisseaux s’observe physiologiquement dans certaines conditions. Au cours du cycle ovarien et de
la grossesse chez la femme, le développement du processus angiogénique est fortement augmenté
dans la muqueuse utérine et au niveau de 'endometre en prévision de limplantation de 'embryon
[184]. L’angiogenese intervient également dans le développement d’'une circulation collatérale lors
d’une activité physique soutenue ou, un remodelage vasculaire est observé suite a une diminution
du taux d’oxygene [185]. Le développement de nouveaux vaisseaux sanguins est aussi impliqué
dans le processus de réparation tissulaire. En cas de lésion d’un tissu, I'inflaimmation locale
amplifie la réponse angiogénique et la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux
environnants permettant ainsi, un apport nutritif au niveau des parties lésées. Ce phénomene est
observé au cours de la cicatrisation normale post chirurgicale [186]. La majorit¢ des os du
squelette se développent a travers le processus d'ossification endochondrale selon lequel Ila
matrice osseuse remplace le cartilage avasculaire. Durant ce processus, les cellules du centre du
cartilage (diaphyse) ou de la plaque de croissance épiphysaire des os longs transitent de
chondrocytes au repos en chondrocytes en prolifération et deviennent une cible d'invasion par
des vaisseaux sanguins. Les OC et les OB infiltrant coordonnent la dégradation du cartilage
hypertrophique et la minéralisation de la matrice extracellulaire donnant naissance a une nouvelle

matrice osseuse vascularisée [187].
b) Angiogenése pathologique :

L’angiogeneése pathologique prend part a de nombreux processus de l'angiogenese
physiologique. Dans les deux cas, une cascade hautement coordonnée de fonctions cellulaires
conduit a la création de nouveaux vaisseaux sanguins en réponse a la demande croissante en
oxygene et en nutriments. En conditions pathologiques, I'angiogenese est impliquée dans les

phénomenes de croissance tumorale, des affections oculaires comme la dégénérescence maculaire
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liée a l'age, des maladies inflaimmatoires dont la toxémie gravidique, 'endométriose, la
polyarthrite thumatoide, le psoriasis, 'ulcére et la maladie de Crohn [179]. Ici nous allons aborder

les deux cas les plus cités dans la littérature, a savoir les tumeurs et les ischémies.
=>»Néo-angiogenese post-ischémique :

En cas docclusion d'une artére, le tissu en aval se trouve en situation d’hypoxie. Cette
hypoxie entraine une série de réponses systémiques et locales comme l'accélération du débit
cardiaque, la vasodilatation et 'hyperventilation. Ces réponses cellulaires sont coordonnées par
HIF-1a qui, activé par une diminution de la pression partielle en oxygene, déclenche le processus
de néo-vascularisation [188]. La capacité de 'organisme a développer spontanément de nouveaux
vaisseaux sanguins collatéraux constitue une réponse adaptative importante a I'occlusion
vasculaire. Les principaux mécanismes a lorigine de la néoangiogenése post-ischémique
sont I’hypoxie, I'inflammation et le recrutement des CE. La régulation de ce processus implique
¢également le recrutement des PECs qui sont mobilisés depuis la moelle osseuse vers la circulation
périphérique, et qui migrent vers les tissus ischémiés pour s’incorporer aux sites de néo-
vascularisation ou leur différenciation en CE s’achéve [189]. Le processus de néo-vascularisation
dépend largement de la réaction inflammatoire puisque des macrophages et des monocytes

activés ont été retrouvés dans les zones ou le processus angiogénique est important [190].

=>»Néo-angiogenése tumorale :

Les tumeurs sont des populations de cellules dérivées de ’hote qui ont perdu la capacité de
réguler leur croissance et subissent donc une prolifération non controlée. Si plusieurs
caractéristiques les distinguent de leurs homologues non transformées, de nombreux aspects de
cellules tumorales sont semblables a ceux de cellules normales. Une similitude importante est le
besoin d'un approvisionnement en oxygene et en nutriments ainsi quun moyen efficace
d'éliminer les déchets pour maintenir les processus métaboliques. ~ Ainsi, quand une tumeur
atteint un volume de 2-3 mm’, sa demande en oxygéne et en nutriments dépasse 1'offre locale. Un
microenvironnement hypoxique se forme pour promouvoir l'angiogenese. Ce processus
hypoxique entraine I'activation transcriptionnelle du HIF-1a qui induit l'expression de facteurs
pro-angiogenes capables de déclencher le processus angiogénique [191]. L'activation coordonnée
de nombreux facteurs pro et anti-angiogéniques est une exigence principale pour l'angiogenese
physiologique. Le développement des vaisseaux tumoraux résulte principalement dune
surexpression du VEGF-A. Les vaisseaux ainsi formés présentent de nombreuses anomalies,
comme la sinuosité, la fragilité, I'absence fréquente de péricytes ainsi qu’une tendance aux
saignements. En outre, les parois des vaisseaux tumoraux peuvent étre constituées de CE et de
cellules tumorales. Ces anomalies fonctionnelles sont considérées comme un facteur limitant dans
'administration d'agents anti-tumoraux anti-angiogéniques, car ceux-ci peuvent transitoirement

normaliser la vasculatisation de la tumeur et augmenter l'apport en oxygene et en nutriments pour
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le microenvironnement tumoral, ce qui favorise la dissémination des cellules tumorales vers des
foyers métastatiques [192].

Une autre facette de la complexité de 'angiogencse tumorale est la capacité qu’ont les
cellules tumorales au moins dans certains mélanomes, a subir une dédifférenciation appelée
mimétisme vasculogene et a former des canaux tumoraux permettant le passage du flux sanguin
[193]. II convient également de signaler, qu’en plus des CE recrutées sur place pour participer a la
vascularisation de la tumeur, la présence des PECs, a été également rapportée sur les sites

tumoraux [194].
2.2 La vasculogenése embryonnaire et adulte :

Le développement du systeme circulatoire commence peu de temps apres la gastrulation
concomitante avec la formation des somites. Le processus de formation des vaisseaux a ce stade
précoce du développement est appelé vasculogenese, terme proposé par Risau et ses collegues en
1988 [195]. La vasculogenese est alors décrite comme étant le processus par lequel de nouveaux
vaisseaux sanguins se forment par une différenciation a partir du mésoderme, de cellules souches
(hémangioblaste et angioblaste) en CE matures qui conduit a la formation d’'un réseau vasculaire
primitif.

Des études antérieures sur la vasculogenese ont conclu que la formation de vaisseaux
sanguins se produit a la fois en intra- et extra-embryonnaire. Le mésoderme embryonnaire, les
sites extra-embryonnaires du sac vitellin, 1'allantoide et le placenta ont ét¢ identifiés comme les
principales sources de cellules progénitrices qui participent a la vasculogenese [196]. Dans le sac
vitellin murin, les cellules progénitrices migrent, se différencient et s’associent en groupes appelés
ilots sanguins entre les 6°™ et 7°™ jours du stade embryonnaire. Au sein de ces ilots, un sous-
ensemble de cellules situées en périphérie, appelé angioblaste subissent une différenciation en CE
vers le 8™ jour, tandis que les cellules situées a l'intérieur deviennent des précurseurs
hématopoiétiques qui donneront naissance aux cellules sanguines. Le terme hémangioblaste a été
donné a ensemble des cellules qui forment les ilots sanguins qui donnent finalement naissance a
la fois aux CE et aux cellules hématopoiétiques.

La découverte des cellules progénitrices circulantes, les PECs, dans la moelle osseuse et le
sang périphérique adulte a remis en question la théorie selon laquelle la vasculogenese se limitait
au stade embryonnaire [17]. L’équipe d’Asahara a en effet, démontré que de nouveaux vaisseaux
sanguins pouvaient se former chez l'adulte, non seulement grace a la germination des CE matutes
(angiogenese) mais aussi par la différenciation des PECs, indépendamment du systeme vasculaire
préexistant (vasculogenese adulte). En effet, ces chercheurs ont constaté que des cellules CD34+
dérivées de la moelle osseuse pouvaient acquérir les caractéristiques de CE matures et intégrer les
nouveaux vaisseaux en formation sur des sites d'ischémie [17]. Des études ultérieures ont montré
que la vasculogencse postnatale contribuait a la réparation des lésions vasculaires en participant

au processus de ré-endothélialisation rapide des vaisseaux dénudés ainsi qua la formation de
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vaisseaux collatéraux dans les tissus ischémiques. Dans ce processus, les PECs sont mobilisés a
partir de la moelle osseuse dans la circulation générale en réponse a des stimuli inflammatoires,
migrent via la circulation sanguine aux sites de lésions vasculaires, ou elles s'extravasent a travers
'endothélium et contribuent a la formation de néo-vaisseaux et a la réparation des vaisseaux
endommaggés en travaillant en collaboration avec les CE matures préexistantes (figure 6) [197].
Un nombre croissant d’études rapporte également la participation du processus de
vasculogenese a la vascularisation des tumeurs. Le recrutement de PECs dérivés de la moelle
osseuse et leur intégration fonctionnelle dans les vaisseaux tumoraux ont été rapportés. La
mobilisation des PECs est déclenchée par l'augmentation des niveaux circulatoires de plusieurs
facteurs tels que le VEGF et le SDF-1 qui sont libérés par les tumeurs. Ces facteurs activent les
PECs qui passent d’un état quiescent a un état pro-angiogénique afin de participer a la formation

des vaisseaux tumoraux [198].
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Figure-6: Représentation schématique des mécanismes impligués dans le recrutement des PECs sur les sites
revascularisation (Foubert, 2007) [199].

2.3 Les principaux acteurs impliqués dans la formation de nouveaux vaisseaux :
2.3.1 L’hypoxie et le systeme HIF :

HIF est un facteur de transcription composé de deux sous-unités: une forme
constitutivement active appelée HIF-18 et une sous-unité sensible a 'oxygene appelée HIF-1a.
Sous condition de normoxie, HIF-1a est aussitot dégradé apres sa synthese. L’hypoxie par contre
induit son accumulation et sa dimérisation avec la sous-unité HIF-18 pour lier TADN et activer la
transcription de nombreux facteurs impliqués dans la régulation de l'angiogenese. 1l a été

démontré que le systeme HIF pouvait réguler lexpression de plus de 60 génes impliqués dans la
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réponse tissulaire 4 'hypoxie [200]. Des embryons HIF-1a”" meurent au cours de la gestation et
affichent une vascularisation anormale. La surexpression de HIF-la quant a elle, induit la
formation d’un réseau vasculaire dense normal. Ceci suggere que HIF-1a régule aussi bien les
genes impliqués dans DPinitiation et la formation des vaisseaux que ceux impliqués dans leur
stabilité. La surexpression d’HIF-1o induit la synthese de plusieurs facteurs pro-angiogenes, le
VEGF, PLGF, I'’Ang-1 et -2 et le PDGF [200]. HIF-1o induit également l'expression du SDF-1

qui mobilise les PECs dans la circulation depuis de la moelle osseuse [201].
2.3.2 Le syst¢tme VEGF/VEGFR :

Le systeme VEGF activé par le systeme HIF, joue un role central dans I'angiogenese et la
vasculogenese. 1l intervient généralement par une action paracrine ce qui signifie que ce facteur
agit sur les CE voisines des cellules qui le sécretent. Ia famille des VEGEF comprend un grand
nombre de glycoprotéines solubles: les VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, endocrine gand
VEGF (EG-VEGF), VEGF-E, VEGF-F, VEGF-b et PIGF. Le VEGF-A initialement appelé
facteur de perméabilité vasculaire, est le plus impliqué dans les deux processus angiogénique et
vasculogénique. Les VEGF-C et -D interviennent dans le développement des vaisseaux
lymphatiques mais peuvent également participer a 'angiogencse. EG-VEGF est plus spécifique,
puisqu’il intervient seulement dans lactivité de CE des glandes endocrines. Le VEGF-b aurait
plutot une activité anti-angiogénique. Enfin le PIGF est connu pour stimuler ’angiogencse en
coordination avec le VEGF-A [202].

Les membres de la famille des VEGF interagissent avec trois récepteurs principaux :
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR) et VEGFR-3 (Flt-4). IIs sont tous membres de la famille des
récepteurs au PDGF et possedent un domaine extracellulaire constitué de répétitions
d'immunoglobuline impliqués dans la liaison au VEGF et un domaine intracellulaire a activité
tyrosine kinase [203]. Les VEGF peuvent également se fixer a d’autres molécules qui agissent
comme des corécepteurs aux VEGER et qui modulent la transduction du signal en aval, tel est le
cas des neuropilines. Les neuropilines sont des glycoprotéines transmembranaires avec de courts
domaines cytoplasmiques ne possédant pas d’activité catalytique intrinseque. Les VEGF-A, -B, -
E etle PIGF se lient a la neuropiline-1 qui ensuite s’associe soit au VEGFR-1 ou au VEGFR-2.
La neuropiline-2 se lie aux VEGF-A, -C, -D et PIGF, puis forment des complexes avec le
VEGFR-1, VEGFR-2 ou VEGFR-3. Plusieurs études ont associé les neuropilines a la
vasculogenese, chez des souris dépourvues de ces deux corécepteurs ne parviennent pas a induire
la vasculogenese du sac vitellin et n'ont pas de plexus vasculaire primaire [204]. Les
glycosaminoglycannes (GAGs) peuvent également lier le VEGF et le présenter a ses récepteurs
tout en augmentant l'intensité et la durée du signal, probablement en empéchant l'internalisation
des récepteurs [205].

Le VEGF-A et ses récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 sont exprimés des le début du
développement embryonnaire. Le VEGF-A est exprimé dans les ilots sanguins et le VEGFR-2

est un marqueur des cellules progénitrices endothéliales et hématopoiétiques des ilots sanguins.
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La liaison des VEGF a leurs récepteurs respectifs induit une homo- ou hétéro-dimérisation des
récepteurs qui déclenche leur activité kinase. L'interaction du VEGF avec le VEGFR-2 est plus
largement étudiée et semble jouer un role central dans la stimulation de la migration, la

prolifération, la survie et la différenciation des CE matures et immatures [206].
2.3.3 Le systtme Ang /Tie :

Bien que le VEGF soit nécessaire a la formation des vaisseaux, il peut ne pas étre
suffisant. En plus de promouvoir l'angiogenese, le VEGF augmente la perméabilité vasculaire.
Une surexpression du VEGF dans la peau des souris donne lieu 2 un nombre accru de vaisseaux
sanguins qui présentent une perméabilité excessive alors que l'expression a la fois du VEGF et de
I’Ang-1 se traduit par des vaisseaux normaux [207]. Quatre glycoprotéines sécrétées forment la
famille des angiopoiétines, ligands des récepteurs Tie-1 et Tie-2. La signalisation via Tie-1 et Tie-2
intervient dans la stabilité des vaisseaux. Ce sont des récepteurs a activité tyrosine kinase tres
exprimés dans les vaisseaux. Ang-1 et Ang-4 se lient a Tie-2 et induisent la phosphorylation du
récepteut, alors que Ang-2 et -3 fonctionnent comme des antagonistes de Tie-2 [207].

La cascade de signalisation induite par le couple Ang/Tie-2 joue un tdle crucial dans le
recrutement de cellules stabilisatrices des vaisseaux en formation. I’Ang-1 est sécrétée par les
péricytes et les CML et interagit avec Tie-2 présent a la surface des CE, ce qui facilite I'interaction
entre les deux types cellulaires. Cependant la production de 'Ang-2 par l'endothélium déstabilise
l'interaction entre les péricytes et les CE, et rend 'endothélium vasculaire plus susceptible de
répondre aux facteurs angiogéniques. La signalisation Ang/Tie-2 dépend du VEGF. En effet, en
présence du VEGE, ’Ang-2 déstabilisent les vaisseaux ce qui induit la dissociation des péricytes
et permet aux CE sous-jacentes de répondre aux signaux envoyés par le VEGF, ce qui stimule
l'angiogenese [208]. Les embryons invalidés pour le gene Tie-2 meutrent au stade embryonnaire
entre E9.5 et E10.5. Bien que le plexus vasculaire primaire de ces embryons apparaisse indemne,
le remodelage vasculaire ainsi que les parois vasculaires sont défectueux, ce qui se traduit par des
cedémes et des hémorragies. Ce phénotype est similaire a celui observé chez des embryons
déficients en Ang-1 et ceux surexprimant ’Ang-2. Une surexpression de I'Ang-1 quant a elle

induit une hyper vascularisation avec de nombreux petits vaisseaux stables [209].
2.3.4 Le systtme Eph/Ephrines :

Initialement caractérisés dans les tissus neuronaux, les récepteurs Eph (Erythropoietin-
producing hepatoma) et leurs ligands éphrines, représentent la plus grande famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase répartie en de deux classes A et B. Ils interviennent largement dans la
formation de nouveaux vaisseaux. Trois caractéristiques fondamentales distinguent cette famille
de protéines : (a) les récepteurs et les ligands sont tous liés a la membrane ; (b) contrairement a
d'autres récepteurs ou le ligand est libéré par une cellule pour cibler une autre, Eph et éphrines
¢tablissent une interaction directe cellule-cellule ; (c) les couples Eph et éphrines sont capables de

transduire un signal a leurs cellules hotes; cette transduction du signal bidirectionnel rend le
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concept de "récepteur" et "ligand" arbitraire, car les récepteurs Eph peuvent agir comme des
ligand et vice-versa [210]. Les interactions cellule-cellule induites par le couple Eph/éphtines
déclenchent en général des signaux répulsifs induisant la migration cellulaire, mais ils peuvent
également induire l'adhésion cellulaire. Ce sont des molécules d'orientation qui dirigent le
mouvement des cellules en fonction de leur microenvironnement immédiat [211].

Au cours du développement embryonnaire, ce systeme est en particulier impliqué dans le
remodelage des vaisseaux sanguins en controlant la séparation des cellules dans les deux systemes
artériel et veineux. La spécificité des arteres et des veines est supposée se produire avant méme
que les vaisseaux sanguins soient complétement formés et a été attribuée a l'expression
différentielle du syst¢eme Eph/éphrines. L'endothélium des arteres en développement exprime en
effet, ’ephrine B2 alors que Iexpression de son récepteur EphB4 est limitée a l'endothélium des
veines en développement [212].

L’éphrine B2 et son récepteur Eph B4 semblent étre nécessaires au développement
vasculaire puisque les soutis dépourvues de l'une de ces protéines meurent au stade embryonnaire
(E10.5) et présentent des défauts de vascularisation du sac vitellin et de I'embryon lui-méme. Les
éphrines semblent également influencer les anastomoses artério-veineuses en inhibant la
stimulation des CE induite par le VEGF et PAng-1 [212]. Les cellules de soutien et de
stabilisation des vaisseaux comme les péricytes, nécessitent 1’éphrine B2 pour assurer leur
association aux micro-vaisseaux. D’ailleurs des souris invalidées pour le gene éphrine B2 (au
niveau des cellules de soutien) affichent des défauts vasculaires dans de nombreux organes : la
peau, les poumons, les intestins et les reins caractérisés par une hémorragie importante. Ces
défauts confirment donc le role de I’éphrine B2 dans le maintien de 'architecture vasculaire, en
veillant a l'organisation spatiale adéquate des cellules de maintien qui bordent les vaisseaux
sanguins. Iz wvitro, les CE déficientes en éphrine B2 montrent un mauvais étalement, des

lamellipodes défectucux et une augmentation de la motilité cellulaire non directionnelle [213].
2.3.5 Le syst¢tme Notch/DLL & Jagged:

La famille des récepteurs Notch et leurs ligands controlent la germination des CE au cours
du développement vasculaire embryonnaire. Quatre récepteurs Notch (1, 2, 3 et 4) sont exprimés
chez les mammiferes. Cing ligands de Notch ont été identifiés : Jaggedl, Jagged2, DLL (Delta
like ligand) 1, 3 et 4. Au sein du systeme vasculaire, Notchl et 4 sont exprimés par l'endothélium,
tandis que Notch3 est exprimé par les CML. L'activation des récepteurs Notch induit leur clivage
protéolytique sur deux sites distincts. les métalloprotéinases clivent le récepteur a son domaine
extracellulaire ce qui entraine sa libération avec son ligand lié¢ [214]. Ce complexe est en mesure
d’agir sur les cellules voisines apres son endocytose. Le clivage du récepteur induit également la
libération du domaine intracellulaire de Notch qui est ensuite acheminé vers le noyau ou il active
plusieurs voies de transcription dont les voies HES/HEY [215].

Les souris Notchl” meurent au stade embryonnaire 2 E11. Bien que ces derniéres

possedent un plexus vasculaire primaire normal, elles présentent une dégénérescence des
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vaisseaux et/ou un remodelage vasculaire anormal. Les souris déficientes pour les deux genes
Notchl et 4 montrent des perturbations vasculaires plus séveres. La délétion du gene de Jaggedl
entraine la mort embryonnaire a E10 suite a des défauts de vascularisation du sac vitellin et a des
hémorragies vasculaires [216, 217]. Il a été démontré que le VEGF induit I'expression de DLL4 et
la signalisation Notch. Des niveaux d’expression élevés de DLL4 et du VEGFR-2 ont été
détectés dans les #p-cel/ par rapport aux cellules voisines. En effet, Notch semble agir via un
mécanisme de rétroaction négative pour réguler la signalisation du VEGF [218].
Schématiquement la #p-ce// exprime de tres forts taux de VEGFR-2. Elle va par conséquent
présenter la plus forte réponse au VEGF ce qui induit sa capacité a étendre de trés nombreux
filopodes conduisant a sa germination. I’activation de la #p-ce// par le couple VEGF/VEGFR2
conduit a une surexpression du DLIL4 par ces dernicres et a 'induction de la signalisation Notch
chez les cellules avoisinantes. L’activation du signal Notch induit a son tour une diminution de
Pexpression du VEGFR2 par les CE voisines de la #p-ce// qui vont ainsi former la lumiere du
capillaire. Comme le bourgeonnement d’un nouveau vaisseau sanguin n’a besoin que d’'une seule

tip-cell, le couple DLL4/Notch empéche les cellules avoisinantes d’évoluer toutes en #p-ce// [218].
2.3.6 Le syst¢tme FGF/FGFR :

Acide ou basique, les facteurs de croissance fibroblastiques sont une famille de
polypeptides de 18 a 25kDa exprimés de maniere ubiquitaire. A ce jour, 23 membres de cette
famille ont été mis en évidence. Ils sont impliqués dans de nombreuses réponses cellulaires
physiologiques au cours du développement embryonnaire ainsi qua lage adulte. IIs sont
impliqués dans la prolifération et la différenciation de plusieurs types cellulaires et interviennent
au cours de l'angiogenese. Les FGF1-FGF10 et FGF16-FGF23 se lient a une famille de cing
récepteurs (FGFR1-5) a activité tyrosine kinases. Les FGFR sont constitués d’un domaine
extracellulaire composé de domaines Immunoglobuline-like, d’un domaine acide, d’'un domaine
de liaison aux molécules d’adhérence, d'un domaine de liaison a I’héparine, suivi d’'un domaine
transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique a activité tyrosine kinase [219]. Les FGF-1 et -
2 stimulent la prolifération et la migration des CE. Le FGF-2 favorise également la tubulogenese
des CE cultivées sur une matrice de collagene, la production de protéases, I’expression du VEGF,
du SDF-1 et de plusieurs intégrines dont a,3,, ;3,053 6By, e, o B; et o B5[220-222].

Les FGF-1 et -2 ne possedent pas de séquence signal et par conséquent n’existent pas sous
forme libre dans la circulation. Ils sont présents dans le cytoplasme, ou stockés a la surface des
cellules ou dans la matrice extracellulaire liés aux HSPGs. Ils peuvent ainsi étre rapidement libérés
lors d’une lésion vasculaire pour partticiper a l'angiogenése locale et a la réparation des tissus
endommaggés. Les FGF ne semblent pas jouer un role dans toutes les réponses angiogéniques, ils
sont plutot nécessaires aux remodelages des vaisseaux sanguins associés a la réparation tissulaire
[223].

40



Z.Benslimane-Abnim OPG et formation de néovaisseaux

2.3.7 Le syst¢tme TGF-$ / TGF-fR:

La famille des TGF-$ comprend plusieurs membres incluant le TGF-31, TGF-32, TGF-33,
BMP, activins et inbibins, qui se lient a deux types de récepteurs I et II. L’activation des récepteurs
de la famille I qui compte sept membres, induit leur phosphorylation et translocation vers le
noyau pour activer la transcription de genes cible. Les cinq récepteurs de type II dont le TGF-
BR2, subissent des changements conformationnels lors de la liaison a leur ligand et activent les
récepteurs de type I. Les CE expriment le TGF-BR2, récepteur a activité sérine thréonine kinase,
et les récepteurs de type I; ALK1 et ALKS5. Les CE expriment également I'endogline, un co-
récepteur qui peut modifier la signalisation induite par le TGF- 3 [224].

Des données contradictoires ont été rapportées dans la littérature quant a I'effet du TGF- 8
sut les CE, ce qui souligne la complexité de la signalisation TGF-§ /TGF- BR. Des études
menées 7z vitro ont montré que le TGF-3 inhibe la prolifération et la migration des CE [225].
Cependant d'autres études ont suggéré un role mitogene pour le TGF-$ sur ces mémes cellules
[226]. A faible concentmtion, le TGF-§ régule positivement Pangiogenese tandis que des
concentrations élevées semblent inhiber la croissance des CE [227].

La suppression ciblée de TGF-B1 induit la mort de la moitié des embryons a E9.5-E10.5 en
raison d’un défaut de vascularisation de sac vitellin, tandis que I'autre moitié survie plusieurs
semaines avant de succomber. La surpression du TGF-BR2 se traduit également par une létalité
embryonnaire 2 E10.5 en raison d'un défaut de vascularisation du sac vitellin et de l'embryon
[224, 228]. Une étude plus récente montre que le TGF-B1 présente une fonction pro-
angiogénique, puisqu’il induit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans le modele du
Matrigel plug chez la soutis et améliore la viabilité et la migration des PECs. Les auteurs suggerent
donc un rdle important du TGF-f1 dans l'angiogenése excessive et/ou le remodelage vasculaire

pathologique dans les maladies fibrotiques via le recrutement et 'expansion des PECs [229].
2.3.8 Le syst¢tme PDGF/PDGFR :

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) est un effecteur majeur dans la
maturation des parois vasculaires. Comme son nom I'indique le PDGF a ét¢é initialement purifié a
partir des plaquettes, mais il a été détecté dans de nombreux autres types cellulaires dont les CE.
La famille des PDGF se compose de quatre isoformes (PDGF-A, B, C et D) qui forment des
homodimeres ou des hétérodimeres. Les récepteurs au PDGF aussi forment des dimeres
constitués de sous unités o et/ou B [186]. Les CE des capillaires expriment le récepteur PDGF-$
et sont stimulées par le PDGF-B qui, 7z vitro, induit leur bourgeonnement. Le PDGF stimule
¢galement la prolifération des CML et des péricytes qui expriment le récepteur PDGF-(3. De plus,
il peut contribuer indirectement a 'angiogenese cardiaque, puisqu’il induit 7z vitm expression du
VEGF et du VEGF-R2 par les CE microvasculaires cardiaques [186]. Les souris déficientes en
PDGEF-B ou PDGF-8 développent des vaisseaux sanguins en apparence normaux, mais meurent

en périnatale pour cause d'hémorragies et d’cedémes. Il a été ensuite démontré quune défaillance
g q
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dans le systeme microvasculaire de ces souris mutantes était a 'origine de la dilatation et de la
perméabilité capillaire [230]. 1l a été démontré que la prolifération et la migration des péricytes au
long des bourgeons angiogéniques se font sous le controle du PDGF [231]. En fin, il a été
rapporté que l'expression du PDFG est trés importante dans les #p-ce/l, ou sa sécrétion établirait

un gradient permettant un recrutement efficace des péricytes [181].
2.3.9 Role des métalloprotéinases :

Les métalloprotéinases appartiennent a la famille multigénique des endopeptidases a zinc
dont vingt trois membres ont été identifiés chez I'homme. Cette famille se compose de
métalloprotéinases sécrétées (MMP), de métalloprotéinases membranaires (MT-MMP), de
métalloprotéinases ADAM (a disintegrin and metalloproteinase domain) et ADAMTS (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs). Les CE sont connues pour exprimer la plupart des
membres de cette famille, cependant les MMP-2, MMP-9 et MT1-MMP sont les trois membres
les plus impliqués dans le processus angiogénique. Les CE quiescentes produisent peu ou pas de
métalloprotéinases actives, ces dernicres sont fortement induites et activées au cours de la
formation des bourgeonnements capillaires [232].

L’angiogencése est un processus invasif qui fait appel a des activités protéolytiques,
nécessaires a la dégradation de la membrane basale endothéliale afin de faciliter la migration
cellulaire et la génération de l'espace pour que les cellules puissent former la lumiere du futur
vaisseau [233]. En plus des propriétés de dégradation de la matrice, ces protéases exercent des
fonctions supplémentaires qui jouent un réle clé dans I'angiogenese. Elles modulent I'équilibre
entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques par l'activation et la modification des facteurs de
croissance et des chimiokines. A titre d’exemple, la MMP-9 libére le VEGF par clivage
protéolytique, le rendant ainsi disponible pour se lier a ses récepteurs. La MT1-MMP et la MMP-
14 quant a elles, induisent la libération et Pactivation du TGF-§ [234]. Les MMP assurent
également le « shedding » (coupure puis libération) des ectodomaines des récepteurs membranaires
tout en induisant leur activation, et génerent des fragments de protéines matricielles qui inhibent
ou activent l'angiogenese. De plus, les MMP facilitent la mobilisation des cellules progénitrices a
partir de la moelle osseuse ainsi que l'entrée de ces cellules et celles des leucocytes dans la zone
angiogénique. Enfin, l'interaction des péricytes et des vaisseaux nouvellement formés est en

général accompagnée d’une inhibition de Pactivité des MMP [233].
2.3.10 Le syst¢tme SDF-1/CXCR4:
a) SDF-1:

La plupart des chimiokines (chemotactic cytokines) sont des protéines secrétées de petite
taille allant de 8 2 14 kDa. A ce jour plus de 50 chimiokines ont été identifiées. En raison de
I'évolution rapide de leur découverte et de l'absence d'un systeme de classification uniforme, les
chimiokines ont été annotés par plusieurs noms. Par exemple, le SDF-1 a été également nommé;

le facteur de croissance stimulant les celles Pré-B. En 2000, un systeme de classification des
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chimiokines, basé sur I'agencement structurel des cystéines N-terminales, a été introduit. Le SDF-
1 a été donc renommé CXCL12 [235]. Le SDF-1 possede plusieurs particularités par rapports aux
autres membres de la famille des chimiokines. Alors que la plupart des chimiokines CXC sont
regroupées sur le chromosome humain 4q12-q21, le SDF-1 est situé sur le chromosome 10q11.1
[236]. 11 est exprimé sous 2 isoformes principales : le SDF-1a (89 acides aminés) qui est la forme
prédominante et le SDF-18 qui contient 4 acides aminés de plus a l'extrémité C-terminale [2306].
Plusieurs isoformes supplémentaires issues de I'épissage alternatif ont été récemment identifiées
[237]. En particulier le SDF-1y qui contient un « core » protéique identique aux autres isoformes,
et une partie C-terminale basique possédant une tres forte affinité aux héparanes sulfates. Par
conséquent, cette isoforme reste attaché a la membrane cellulaire en raison de sa forte interaction
avec les glycosaminoglycannes de surface cellulaire. Iz 2o, cette isoforme a montré un effet
beaucoup plus important que celui exercé par le SDF-1a, dans la revascularisation du Matrigel

plug chez la souris [238].
b) Les récepteurs au SDF-1:

Le CXCR4 a longtemps été considéré comme Punique récepteur au SDF-1, et le SDF-1 a
¢té aussi considéré comme étant le seul ligand du CXCR4. Les souris déficientes pour I'un ou
lautre présentent exactement le méme phénotype a savoir des anomalies dans le développement
de I’arbre vasculaire et des défauts d’hématopoicse entrainant la mort [239, 240]. Cependant en
2005, un nouveau récepteur a été mis en évidence, le récepteur RDC-1 rebaptisé CXCR7 [241].

Dans le processus angiogénique, I'interaction du SDF-1 avec le CXCR4 est la voie la plus
impliquée et la plus étudiée. Le CXCR4 est constitutivement exprimé par I'endothélium
vasculaire, les CE matures et les PECs. C’est un récepteur a sept domaines transmembranaires
couplés a une protéine Gi. Sa partie extracellulaire est constituée de 3 boucles extracellulaires et
du domaine N-terminal sur lequel on retrouve les 17 résidus nécessaires a sa liaison au SDF-1. La
partie transmembranaire est constituée de sept domaines et la partie intracellulaire de trois
boucles présentant différents roles associée a la partie C-terminale qui contient 18 acides aminés
phosphorylables de type sérine/thréonine, participant a la signalisation intracellulaire [242]. La
liaison du SDF-1 au CXCR4 entraine l'activation de la protéine Gi hétérotrimérique qui assure la
médiation de I'étape initiale de la signalisation en séparant la protéine Gi en sous-unités Ga et
GBy. Les deux sous-unités régulent en aval plusieurs voies conduisant a des modifications du
cytosquelette et a la transcription de genes impliqués notamment, dans la migration et la survie
cellulaire [243]. L’activité du SDF-1 peut étre déterminée par la mesure de laugmentation
transitoire du calcium cytoplasmique résultant de l'activation de la phospholipase C. Les voies de
signalisation phosphoinositide-3-kinase (PI-3K), protéine kinase C (PKC), Rho, FAK (Foca/
Adhesion Kinase) et MAP kinases (mitogen-activated protein (MLAP) kinase) peuvent toutes ctre activées
par le SDF-1 (Figure 7). Le signal peut étre éteint par la phosphorylation de la partie

cytoplasmique et l'internalisation ultérieure du complexe ligand-récepteur. Apres internalisation,
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le récepteur CXCR4, peut étre recyclé vers la membrane plasmique ou dégradé dans les

lysosomes [243].

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-7: Schéma représentant la signalisation induite la liaison dn SDF-1 an CXCR4 (Liekens et al,
2010).

¢) Régulation de Pexpression du systéme SDF-1/CXCR4

SDF-1 et CXCR4 sont tout les deux surexprimés dans des conditions nécessitant un
déclanchement d’une néovascularisation tel que Iischémie ou le développement tumoral
L’expression du SDF-1 est induite par le systeme HIF. Le promoteur du SDF-1 contient 2 sites
de liaison a HIF-1a par conséquent son expression dans les tissus ischémiés est corrélée avec la
réduction des taux d’oxygene. L’expression du SDF-1 induite par le HIF-1a  se traduit par un
plus fort potentiel d’adhésion, de migration et de homing des cellules CXCR4+ [244]. L'hypoxie
augmente également l'expression du CXCR4 a la surface de différents types de cellulaires dont les
CE, les monocytes, les macrophages et les cellules cancéreuses [245]. L’expression du SDF-1 et
de son récepteur peut également ctre régulée positivement par des facteurs angiogéniques dont le
VEGEF et le FGF-2. De plus, P'inhibition de I'interaction SDF-1/CXCR4 réduit voite inhibe les
effets pro-angiogenes du VEGF et du FGF-2, ce qui indique que leurs effets pro-angiogenes
passent en pattie, par une interaction SDF-1/CXCR4. Par ailleurs, il a été rapporté que le VEGF,
en induisant la surexpression du CXCR4 par les CE, agit synergiquement avec le SDF-1 pour
booster I'angiogenese dans le cancer ovarien [246]. L'expression du SDF-1 et du CXCR4 est

également modulée par des médiateurs inflammatoires tels que 1'lL-18. L’expression du CXCR4
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est aussi augmentée par le TGF-8 [247]. En revanche, le TNF-a réduit l'expression du SDF-1 par
les CE tout en augmentant celle du CXCR4 [248]. Enfin, l'irradiation et la chimiothérapie
induisent une augmentation du SDF-1 dans la moelle osseuse et la rate des souris NOD/SCID,

induisant une augmentation du homing des cellules souches/proginitrices [249].
d) Implication du SDF-1 dans I’angiogenése:

Les CE expriment constitutivement le SDF-1 et forment spontanément des structures
tubulaires sur Matrigel. Cette morphogenese de ramification est associée a l'expression du
CXCR4 et peut é¢tre perturbée par des anticorps dirigés contre le SDF-1 ou le CXCR4, ce qui
suggere un role important pour la voie SDF-1/CXCR4 dans l'angiogenese [250]. 11 a été
démontré qu’un apport exogene en SDF-1 était capable d’induire 1'angiogenese dans plusieurs
modeles # vitro et in vive. Le SDF-1 induit la migration et le chimiotactisme des CE, la formation
de pseudotubes sur Matrigel et la germination des anneaux aortiques 7z vitro. In vive, le SDF-1
induit I'angiogenese dans un modele de revascularisation de la cornée chez le lapin et dans les
modele du Matrigel plug, d’ischémie rétinienne et de wowund healing chez la souris [251, 252]. En
outre, les taux plasmatiques du SDF-1 sont associés aux niveaux de progression de l'angiogenese
tumorale chez les patients atteints de myélomes multiples [253]. La tubulogenc¢se induite par le
SDF-1 sur les CE microvasculaires cultivées en 3D sur un gel de fibrine est accompagnée d'une
augmentation des taux du VEGF [251]. Le SDF-1 induit également l'expression des ARNm
codant pour le VEGF par les CE isolées de l'artere du cordon ombilical humain (HUAEC ;
human umbilical arterial endothelial cells) et potentialise la transcription de PADN induite par le
VEGEF [254]. L’activation du CXCR4 entraine également la synthése du VEGF par les cellules de
gliome malin ce qui suggere que le VEGF peut étre un médiateur important de I'angiogenese
induite par le SDF-1 [255]. De plus, le SDF-1 est en mesure de stimuler la synthese de I'IL-8 qui,

a son tour induit la sécrétion de plusieurs facteurs angiogéniques, dont les MMP [250].
e) Implication du SDF-1 dans Ia vasculogenése:

Comme précisé au début de ce chapitre, le processus de vasculogencse nécessite la
mobilisation des PECs a partir de la moelle osseuse et leur homing sur les sites de
néovascularisation. Ce processus est essentiellement médié par le SDF-1. I vitro, 'exposition des
PECs au SDF-1 induit leur migration et la formation de pseudotube dans le Matrigel. Il améliore
aussi leur capacité d’adhésion a 'endothélium activé tout en stimulant ’expression des deux sous-
unités d’intégrine a, et oy qui sont impliquées dans le homing des cellules immatures aux
vaisseaux sanguins. Le SDF-1 est également en mesure d’augmenter le potentiel thérapeutique
des PECs dans un modéle murin d'ischémie des membres inférieurs. Il augmente
considérablement la sécrétion du FGF-2 et de la MMP-2 par les PECs, ce qui peut faciliter leur
migration a travers la membrane basale [257]. Il a été également démontré que I'administration
rétroviral du SDF-1 dans les muscles de souris ischémiques C57BL/G] est capable de
potentialiser l'effet pro-angiogene du G-CSF. La combinaison du G-CSF et du SDF-1 donne lieu
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2 une mobilisation massive de cellules CD34" sur les sites ischémiés, et une augmentation de la
densité capillaire ce qui suggere que l'activité angiogénique du SDF-1 est liée a une stimulation
directe des PECs [258]. Enfin, induction de 'expression du SDF-1 par des cellules tumorales
non vasculogenes déclenche le processus de vasculogenese, ce qui indique que le SDF-1 est a la
fois nécessaire mais surtout suffisant pour le recrutement des PECs en cas de vascularisation

tumorale [259].
) Implication du SDF-1 dans Ila croissance tumorale:

En plus de promouvoir la vascularisation des tumeurs, le SDF-1 secrété par plusieurs
cellules tumorales est en mesure via son récepteur CXCR4, de transmettre plusieurs signaux
autocrines et paracrines conduisant a la croissance et a la formation de métastases tumorales. Le
SDF-1 est capable d’induire la prolifération de plusieurs lignées tumorales en activant les voies de
signalisation Etk1/2 et Akt [260]. 1l stimule également la motilité des cellules tumorales ainsi que
leur adhésion aux différents composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, laminine et
collagene) et a Iendothélium activé, via la surexpression de plusieurs sous unité d’intégrines
impliquées dans ladhésion cellulaire. I’hypoxie et le traitement au VEGF induit une
surexpression du CXCR4 par les cellules du glioblastome ou des cellules de carcinome
mammaire, ce qui augmente leur pouvoir invasif [260]. Dans le cancer du pancréas, I'IL-8 et le
SDF-1 coopérent pour promouvoir la vascularisation de la tumeur et son invasivité via la
sécrétion de facteurs pro-angiogenes [261]. Enfin, il stimule la sécrétion de protéases en
particulier les MMPs, facilitant ainsi I'invasion des cellules tumorales a travers la membrane basale

[260].
2.3.11 Role des intégrines :

Le processus de revascularisation dépend non seulement des facteurs de croissance et de
leurs récepteurs, mais il est également influencé par les récepteurs aux protéines de la matrice
extracellulaire principalement les intégrines. Ces dernieres sont composées de deux sous-unités a
et B liées de maniere non covalente, 18 sous unités « et 8 sous unités 3 ont été identifiées chez
I’'homme dont au moins 8 o et 4 B sont exprimées par I'endothélium. Parmi les couples
d’intégrine décrits, neuf jouent un role dans la vascularisation : o3, 0,8y, o331, 0,1, %sBy, ey,
ol a5 et a s On retrouve des récepteurs au collagene (o3, et a,B,), a la laminine (583,, a8,
By, a la fibronectine (o,B3; et asf3;) et a la vitronectine (x5 et o 35) [262]. Les intégrines sont
cruciales a la vasculogenese, a 'angiogencse et a lintégrité vasculaire en tant que médiateurs
majeurs de I'adhésion et de la migration des CE et des PECs a travers la matrice extracellulaire,
via leur réle de co-récepteurs aux récepteurs a activité tyrosine kinase. Elles sont caractérisées par
un domaine extracellulaire qui se lie aux composants de la matrice extracellulaire, et un domaine
cytoplasmique qui interagit avec le cytosquelette d'actine, les protéines associées aux

microfilaments et plusieurs médiateurs de signalisation [263].
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L’activation des intégrines est provoquée par des signaux intracellulaires induits par
exemple par I’activation des récepteurs aux facteurs de croissance ou de chimiokines, ou par un
stress mécanique, qui permet ainsi la phosphorylation du domaine cytoplasmique de la sous unité
B ou sa liaison avec la taline. Cela induit la dissociation des domaines cytoplasmiques des sous
unités o et B, permettant a 'intégrine de se déplier et d’acquérir une conformation active pour
s’associer a son ligand. L’association de I'intégrine avec son ligand provoque un écartement des
domaines transmembranaires des deux sous-unités ce qui permet au domaine cytoplasmique de la
sous unité 3 de recruter et d’activer différents effecteurs cellulaires [262].

I’activation des voies de signalisation par les intégrines impliquent la phosphorylation des
protéines kinases, de FAK| le recrutement d’adaptateurs comme Grb2 (Growth factor Receptor Bound
protein 2), lactivation de petites protéines G comme Rho, P'activation des voies de signalisation
PI3K/Akt et MAP kinases et le recrutement de protéines liant le cytosquelette d’actine (-
actinine, taline, vimentine, vinculine...). I’activation des différentes voies induit la formation de
points d’adhésion focaux et de podosomes qui permettent ancrage de la cellule a la matrice
extracellulaire. Ainsi, une communication se ctée entre la matrice et la cellule dont la nature et
Iintensité détermineront le phénotype qu’adoptera la cellule (adhésion, migration, survie,

prolifération,...) R62].
= Cas particulier de Pintégrine «.5; :

L'implication de P'intégrine o f3; dans l'angiogenese et la vasculogenese a d'abord été mise
en évidence en 1994 par I'équipe de Brooks ef a/, qui ont remarqué sa surexpression dans les
capillaires en formation comparativement aux vaisseaux en quiescence [264] [265]. Son
expression peut étre induite par plusieurs facteurs de croissance et cytokines angiogéniques [266],
et son inhibition favorise la régression tumorale. Des CE sur lesquelles on a bloqué I'expression
de cette intégrine, rentrent en apoptose ce qui conduit a la régression des capillaires en
formation ; o 35 est donc impliquée dans le maintien de la survie cellulaire.

Scatena et a/ rapportent un effet anti-apoptique de I'integrine o 3; sur les CE qui serait
dépendant de 'activation de la voie de signalisation NF-»B [88]. Cependant, cette intégrine n'est
clairement pas indispensable a I’angiogen¢se ni a la vasculogenese, puisque les souris et les
humains présentant une déficience en I'intégrine 83 présentent des défauts plaquettaires, mais
semblent développer une vasculature normale [267]. En outre, les souris déficientes en oy, méme
si elles présentent des anomalies dans la vascularisation du cerveau et des intestins, possedent un
arbre vasculaire quasi-normal [268]. Ainsi, méme si lintégrine o @3; joue un role dans
l'angiogenese, il existe claitement d'autres mécanismes qui sont en mesure de compenser son
absence [209]. Cest une intégrine qui lie la majorité des protéines contenant une séquence RGD
(arginine-glycine-aspartate) incluant les protéines d’adhérence en particulier la vitronectine, la
fibronectine, le fibrinogene, la thrombospondine, le collagene, le VWF, losteopontine et

plusieurs autres protéines dépourvues de cette séquence telle que la tumstatin [206]. Les
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signalisations induites en aval suite a l'engagement des différents ligands ne sont pas
nécessairement les mémes et les effets peuvent donc étre aussi divers et variables que les ligands
engagés. Cette intégrine est également capable d’interagir avec les récepteurs des facteurs de
croissance tels que le VEGF-R2, les récepteurs du PDGF, Tie-2 et lintégrine a3, Elle a été
¢galement décrite pour lier la MMP-2 et la rendre disponible sous sa forme active a la surface des
vaisseaux angiogéniques, facilitant ainsi la dégradation des composants de la matrice
extracellulaire et la migration cellulaire [266]. Ainsi o3, est impliquée de par ses multiples

fonctions, dans les différentes phases du processus angiogénique.
2.3.12 Role des Héparanes Sulfates ProtéoGlycannes (HSPGs):

Les HSPGs sont des composés glycoconjugués constitués d’un core protéique sur lequel
sont liées de facon covalente, une a plusieurs chaines de GAGs. IIs sont abondamment présents
dans la matrice extracellulaire et a la surface des cellules et interagissent avec les facteurs de
croissance, les chimiokines, les récepteurs aux facteurs de croissance, les protéases, les inhibiteurs
de protéases et les protéines d’adhésion. La partie saccharidique est en grande partie responsable
de ces interactions qui régulent l'activité et la stabilit¢é de nombreux couples ligand-récepteur
[270]. Les GAGs sont de longues chaines linaires composées d’un motif disaccharidique répétitif,
généralement composé d’un ose aminé et d’un acide uronique. Il existe plusieurs motifs
disaccharidiques essentiellement : les héparanes sulfates (HS), les chondroitines sulfates (CS) et
les dermatanes sulfates (DS) (figure 8). Ces motifs sont plus ou moins sulfatés et carboxylés ce
qui leur confére leur caractere polyanionique. Dans le systtme cardiovasculaire, les HSPGs sont
constitutivement synthétisés par les CE et le sous endothélium, et sont fortement impliqués dans

I’angiogenese, la vasculogenese et I'artériogenese [270)].

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-8:Représentation schématique des héparanes sulfates protéoglycannes (Souza-Fernandes et al, 2006).
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Les HS sont des modulateurs importants du processus de vascularisation et plusieurs
¢tudes menées i vivo montrent leur implication dans le maintien et la stabilisation des vaisseaux.
L’invalidation du gene codant pour la 6-O-sulfotransferase (Hs6st ), une enzyme impliquée dans
la synthése des HS chez la drosophile, induit plusieurs anomalies dont des défauts de ramification
de I’arbre vasculaire. La méme observation a été faite par Chen et coll. sur le poisson-zebre, chez
qui ont été observés également des défauts d’expression de Tie-1 et Tie-2, suggérant un role
essentiel des HS dans le remodelage vasculaire [271]. Chez la soutis, la déficience en une des trois
isoformes de la Hs6sz induit la mort des embryons (E15.5). Des anomalies du développement
ainsi quune réduction de 50% du nombre de microvaisseaux dans la zone labyrinthique du
placenta en développement ont été également rapportés [272]. Les N-deacetylase/IN-
sulfotransferases (ndst) effectuent la premicre étape de la modification des HS par le
remplacement du groupe N-acétyle de la N-acétylglucosamine par un groupe sulfate. Les souris
ndst-17" présentent un phénotype sévére et meurent au stade embryonnaire (E14.5) ou peu de
temps apres la naissance. Un examen détaillé de la vascularisation chez ces embryons révele
I’absence de péricytes dans les vaisseaux [273]. La suppression du gene codant pour la
glycosyltransférase Ext-1, une enzyme essentielle pour 1'élongation des chaines HS, conduit a une
perte complete des HS et la mort des embryons de souris 2 E19 en raison d'hémorragies et
d'cedémes dus a une augmentation de la perméabilité vasculaire [274].

Les variants du VEGF-A différent par leur affinité pour les HS. Le VEGF120 qui ne
possede pas de domaine de liaison aux HS, diffuse librement dans la matrice extracellulaire, alors
que les VEGF164 et 188 peuvent ctre retenus partiellement ou totalement dans les
compartiments riches en HS, ce qui augmente leur biodisponibilité. Les souris qui expriment
uniquement le VEGF120 présentent une cardiomyopathie ischémique et finissent par moutir
d’une défaillance cardiaque, avec des anomalies dans I’arbre vasculaire constitué de vaisseaux de
tres gros diametre. Cette anomalie serait liée semble-t-il, a son défaut de liaison aux HS qui jouent
un role essentiel dans la régulation des ramifications vasculaires [275]. Des études plus
approfondies suggerent un role des HS dans le maintien d’un gradient de concentration du
VEGF-A, nécessaire pour guider les CE en bourgeonnement et former de nouveaux vaisseaux
[274]. Le PDGF-B est un autre facteur de croissance dont la signalisation est régulée par les HS.
Sa présence a la surface des CE, lié aux HS, facilite la migration des péricytes tout au long des
vaisseaux en formation [276]. Les HS jouent également un role important dans le maintien de
liaison du TGF- a la fibronectine et permet de le stocker au sein de la matrice extracellulaire afin
quil soit rapidement disponible [277]. Ils peuvent également moduler plusieurs voies
angiogéniques dont celle du FGF-2, des éphrines, la voie Wnt ainsi que certains composants de la
matrice extracellulaire tels que la fibronectine et la laminine.

Les HSPGs comptent quatre grandes familles ; les glycannes, le bétaglycannes, le CD44 et
les syndécannes. Ces derniers sont exprimés a pres d'un million de copies par cellule dans presque

toutes les cellules du corps. Les mammiféres expriment 4 syndécannes différents (1, 2, 3 et 4).
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Structurellement, les syndécannes sont composés d'un domaine extracellulaire, d’une région
transmembranaire caractéristique et d’un court domaine cytoplasmique conservé. Le domaine
extracellulaire est constitué de chaines d’HS dont les caractéristiques structurelles sont
responsables de l'interaction des syndécannes avec un grand nombre de facteurs solubles, de
molécules associées aux cellules et des composants de la matrice extracellulaire. Dans certains cas,
l'engagement de la partie HS peut favoriser la conformation active du ligand. En régle générale,
les syndécannes ne fonctionnent pas comme des récepteurs primaires mais comme des
corécepteurs, bien que certaines expériences 7z vitro indiquent clairement que des structures
spécifiques des HS peuvent médier des liaisons de haute affinité. Les syndécannes peuvent
également intervenir via leur core protéique transmembranaire ou leur domaine cytoplasmique.
Ces interactions sont régulées par la phosphorylation qui induit le dustering et le shedding du
domaine extracellulaire [278]. Dans ce travail, notre intérét porte essentiellement sur le
syndécanne-1 SDC-1).

= Le Syndécanne-1 (SDC-1) :

Le SDC-1 également appelé CD138, est un protéoglycanne sulfaté de 32 477 Da, avec un
point isoélectrique de 4,26 et dont le core protéique est constitué de 310 acides aminés. Comme
tous les autres syndécannes, le core protéique du SDC-1 est constitué de trois domaines : le
domaine cytoplasmique contient deux régions constantes Cl et C2, séparées par une région
variable spécifique a chaque syndécanne (figure 9). Les régions C interagissent avec une variété de
molécules de signmalisation et des composants du cytosquelette. Les chaines de
glycosaminoglycannes liées au domaine extracellulaire sont des HS mais une chaine de CS peut
étre présente. La sulfatation complexe des chaines des HS est nécessaire pour les interactions du
SDC-1 avec des ligands spécifiques et peut étre remodelée par différents phénomenes tels que la
progression tumorale et Iischémie. L'ectodomaine intacte peut étre clivé au niveau d'un site a
proximité de la membrane plasmique afin de générer une molécule effectrice soluble. SDC-1 est
présent a la surface de plusieurs types cellulaires dont les CE. 1l est impliqué dans le controle de
plusieurs voies de prolifération, de migration, de différenciation, de survie et de signalisation
cellulaire. II est également impliqué dans l'organisation du cytosquelette et les interactions
cellules/cellules et cellules/matrice extracellulaire [279].

Le SDC-1 se lie aux facteurs pro-angiogéniques, FGF-2 et VEGF essentiellement, et les
présente a leurs récepteurs respectifs a la surface des CE, participant ainsi a I'invasion et au
bourgeonnement des vaisseaux. L’ectodomaine du SDC-1 a lui seul est un élément phare dans le
processus de vascularisation. En effet sous sa forme soluble, il lie les facteurs de croissance, les
stabilise et les transporte jusquaux sites de néovascularisation. Les niveaux d’expression des
héparanases impliquées dans le shedding du SDC-1 sont augmentés sous Ieffet du VEGF et du
HGF [280]. L’implication de cet ectodomaine dans le processus de revascularisation a été

confirmée par Purushothaman e 4/ qui ont observé une augmentation de la formation des
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artérioles d’anneaux d’aorte de rat cultivés en présence de 'ectodomaine du SDC-1 et du VEGF
par rapport au VEGF seul [281]. Dans un modé¢le de xénogreffe de cellules de carcinome
mammaire chez la souris, I'expression du SDC-1 est associée a une augmentation de la densité
des capillaires. I’expression du SDC-1 par les fibroblastes du stroma du cancer mammaire chez la
femme est également en corrélation significative avec la densité des microvaisseaux formés [282].
Cette expression est induite par le FGF-2 et le VEGF durant le processus angiogénique 7z vitr et
in vipo[283]. La formation d’un complexe de 'ectodomaine du SDC-1 avec les intégrines a3; et
a5 est nécessaire a son action pro-angiogénique. L’interaction des intégrines o 35 et/ou a,fB;avec
le SDC-1 favorise leur dustering. Ainsi, il est possible que cette liaison active des kinases associées
soit a l'intégtine et/ou au SDC-1 qui initie leur trans-phosphorylation et l'activation de voies de

signalisation qui activent les intégrines [283].

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-9: Schéma représentant ['organisation structurelle du syndécanne-1(Edwards et al, 2012).

2.3.13 Roles de certaines voies de signalisation :

Les résultats obtenus au cours de ce travail nous ont amenés a nous intéresser plus
particulicrement a certaines voies de signalisation impliquées dans le processus de

revascularisation a savoir les voies Akt, mTOR, Etk1/2, FAK, et p38.
a) La voie Akt :

La voie Akt, également connu sous le nom de la protéine kinase B (PKB) transmet des
signaux de survie provenant de facteurs de croissance. Elle existe sous trois isoformes et est
impliquée dans la régulation de la survie, la migration et la prolifération cellulaire, ainsi que le
métabolisme, la croissance tumorale et I'angiogenese. Cette voie est activée par des cytokines et
des facteurs de croissance incluant le VEGFE, le FGF, le EGF, le HGF, I'IGF et I’Angiopoiétine,
par des oncogenes tels que Ras et Src, par 'activation de la voie des PI3K, et par des mutations
ou des délétions des suppresseurs de tumeurs [284]. Les intégrines et les facteurs de croissance

coactivent synergiquement la voie Akt. I’activation par une signalisation outside-in provenant des

51



Z.Benslimane-Abnim OPG et formation de néovaisseaux

intégrines, favorise 'adhésion des CE a la matrice et la survie cellulaire. I.a voie Akt controle
¢galement la réorganisation du cytosquelette d’actine et la migration des CE et joue un rdle clé
dans le recrutement des PECs au niveau des sites ischémiés dans un modé¢le murin de Pischémie
des membres inférieurs. Elle controle aussi la synthese du VEGE, par 'induction de Pexpression
du HIF-1. Cette vole est également, en mesure de controler la production du monoxyde d’azote

(NO) parles CE pour réguler le diametre des vaisseaux et le flux sanguin [285].
b) La voie mTOR :

L’enzyme mTOR (mammalian target of rapamycin) appartient a la famille des sérine/thréonine
kinase qui régule la prolifération, la croissance , la mobilité, la survie cellulaire et la synthese
protéique. Son activité catalytique est liée au fonctionnement de deux sous-unités distinctes
mTORC1 et mTORC2. La premiere, mTORCI, est composée de mTOR, d'une protéine de
régulation associée a mTOR (Raptor) et d'une protéine apparentée a la sous-unité § du complexe
protéine G/LST8 (mLST8/GBL). Ce complexe fonctionne comme l'intégrateur des signaux de
disponibilité des nutriments, d'énergie et controle la synthese protéique. Le complexe mTOR 2
(mTORC2) est composé de mTOR, de la protéine associée a mTOR dite insensible a la
rapamycine (Rictor), de GBL, et de la protéine kinase activée par le stress (mSINT). mTORC2 est
un régulateur essentiel du cytosquelette par la stimulation des fibres de F-actine, paxilline, RhoA,
Racl, Cdc42, et la PKCa. mTORC2 stimule la phosphorylation et donc I’activation de Akt [286].
Ce dernier complexe est décrit comme étant essentiel a la croissance endothéliale. En effet,
Pactivation de mTOR régule les voies apoptotiques et autophagiques en cas d’un stress oxydatif,
protégeant les CE de I'apoptose et participe a 'angiogenese et a la régénération tissulaire. Leffet
anti-apoptotique de la protéine mTOR repose sur l'activation de la voie Akt qui intervient par
l'inactivation des facteurs de transctiption tels que FOXO3a qui conduit a la croissance cellulaire
et a une protection des CE du stress oxydant [287]. L'inhibition de la signalisation mTOR,
conduit a une séquence d'événements qui perturbe I'équilibre entre les facteurs pro et anti-
angiogéniques, comme une augmentation de lactivité de la MMP-1 et I'inhibition de la MMP-3
[288]. La perte de l'activité de mTOR bloque également la prolifération des CE et des PECs
[289]. La protéine mTOR peut jouer un role important dans le développement des PECs car
l'inhibition de cette voie avec la mapamycine conduit a leur mort, ce qui peut résulter de
l'inhibition de la signalisation induite par les facteurs de croissance. Un autre facteur de croissance
dont lactivation repose sur la voie mT'OR est I'érythropoiétine, dont le role dans 1'angiogenese et

la survie endothéliale est bien connu [286].
c¢) La voie Erk1/2 :

Les kinases « extracellular signal-regulated protein kinases 1 et 2 » plus couramment appelées
Erk1/2, ajoutent des groupements phosphates a d'autres protéines afin de les activer. Erk1 et 2
appartiennent a la famile des MAP kinases qui phosphoryle une variété de protéines

intracellulaires, y compris d'autres kinases et des facteurs de transcription. La signalisation par la
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voie Erk peut réguler la différenciation, la prolifération ou la transformation oncogénique selon le
contexte cellulaire [290]. En réponse aux facteurs de croissance, les CE activent la voie Etk qui
transmet les signaux nécessaires a la régulation de plusieurs fonctions. L’activation de la voie Erk
au sein des CE est induite par activation des récepteurs aux facteurs de croissance notamment le
VEGFR2, le FGFR2 et le Tie-2, ainsi que par activation de 'endogline ou des intégrines o 35 et
o35 Son activation confere aux CE un phénotype pro-angiogene et son inhibition induit la

quiescence de ces dernieres [291].
d) La voie p38 :

ILla MAP-kinase p38 a été identifiée pour la premicre fois dans les cellules de mammifeéres
comme un polypeptide de 38kDa phosphorylé en réponse a I’endotoxine et au choc hyper-
osmotique. Elle a donc été décrite comme une kinase répondant au stress et capable d’activer a
son tour une autre kinase, la MAPKAP-K2 (MAP kinase-activated protein kinase-2). p38 est une
protéine ubiquitaire pouvant étre a l'origine de différentes réponses cellulaires en fonction du
type, du contexte cellulaire et du stimulus [292]. Son réle dans le processus angiogénique a été
décrit par plusieurs auteurs. En effet, les souris invalidées pour p38 meurent au stade
embryonnaire entre les jours E10.5 et E11.5 en raison de défauts de vascularisation placentaire
[293]. Les effets biologiques résultant de I'activation de la voie p38 dépendent de la durée et de la
magnitude du signal. Elle induit la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'TL-13,
le TNF-o ou I'ILL6 et la synthése de molécules d’adhérence telles que VCAM-1. De plus, elle
participe a la régulation de la prolifération et de la différenciation des CE. Par ailleurs, p38 joue
un role crucial dans la régulation de I'apoptose, de la survie, du cycle cellulaire, de la
différenciation, de la sénescence et de la croissance cellulaire [294].

Quatre isoformes de p38, o, B, y et & ont été identifiées. Ces différentes isoformes
controlent différemment Papoptose et la survie des CE. Les CE en culture expriment les trois
isoformes a, 8 et y. Le VEGF active p388 alors que le TGF-81 active p38a. L’inhibition de la
signalisation induite par p38a bloque I'apoptose des CE, alors que Pinhibition de la signalisation
induite par I'isoformes 3 ou y induit une apoptose accrue. Ceci suggere un effet proapoptotique

de I'isoforme p38u et une signalisation antiapoptotique des deux isoformes 3 et y [295].
e) La voie FAK :

FAK est une protéine cytoplasmique ubiquitaire détectée au sein des complexes d’adhésion.
Son activation par les intégrines, les facteurs de croissance, les cytokines ou les hormones induit
I’autophosphorylation d’un résidu tyrosine libérant un site de liaison pour la protéine Src. Cette
liaison permet l'activation des protéines du complexe d’adhérence et transmet des signaux
régulateurs pour 'adhésion, la migration, la survie et la prolifération cellulaires [296]. FAK est un
médiateur clé de I'angiogenéese au cours du développement. Les souris invalidées pour le géne de
FAK au niveau endothélial meurent au stade embryonnaire en raison principalement dune

augmentation de l'apoptose et de la perméabilité endothéliale [297]. Méme si son rdle a
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essentiellement été décrit dans 1’adhérence cellulaire, des études récentes ont montré son
implication dans le controle de la migration et la prolifération des CE en réponse a une
stimulation mécanique (forces de cisaillement). Une coopération étroite entre les intégrines et le
VEGFR-2 passant par P'intermédiaire de FAK a été décrite dans les CE. Cette coopération est
nécessaire pour une migration correcte des cellules. De méme, lactivation de FAK des CML
vasculaires potentialise Iactivation de Erk par le PDGF et favorise leur prolifération et leur
migration. Une mutation du géne FAK des CE induit une perturbation des microtubules, des
défauts mitotiques et des modifications dans I'organisation du fuseau mitotique et du centrosome

[298].
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Chapitre 3 : Les Progéniteurs Endothéliaux Circulants

Introduction :

Depuis les travaux de Stump ef a/. en 1963 qui avaient démontré quun patch de Dacron
suspendu dans la circulation et n’ayant aucun contact avec 'endothélium, était recouvert d’ilots
de CE matures en 7 jours [299], il était admis que la source de remplacement de ’endothélium
endommagg¢ était les CE matures circulantes qui se détachent de la paroi vasculaire et adhérent
aux vaisseaux lésés, et que la formation de CE a partir d’angioblastes provenant du mésoderme
était limitée au stade embryonnaire. Cependant, les travaux de Asahara en 1997 [17] ont mis fin a
ce dogme. Cette équipe a identifié une nouvelle source de renouvellement endothélial qui est une
sous-population de cellules mononuclées CD34+ capables de proliférer et de se différencier en
CE matures. Ces Progéniteurs Endothéliaux Circulants présentent trois caractéristiques
principales: (i) leur capacité a se différencier en lignée endothéliale, (i) leur immaturité attestée
par la présence de marqueurs de cellules souches primitives et 1'absence (partielle) des marqueurs
de CE matures, et (iii) leurs propriétés pro-vasculogenes ajoutées a une forte activité biologique
permettant la récupération fonctionnelle et la régénération d’une lésion vasculaire [300]. Les
PECs peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction de leur origine ou sur leur capacité

a former des colonies.
3.1 Classification :
3.1.1 Les PECs tissulaires versus PECs circulants :

En fonction de I’environnement dans lequel ils se retrouvent apres leur mobilisation depuis
la moelle osseuse, les PECs peuvent étre classés en deux catégories : les PECs circulants et les
PECs tissulaires. Les PECs circulants sont les cellules qui se retrouvent dans le sang et qui sont
bioactives en suspension. Elles peuvent proliférer, se différencier et présentent une grande
capacité de homing sur les sites de lésions leur permettant de contribuer a la régénération
tissulaire, ou elles se transforment en PECs tissulaires. Ainsi, les PECs tissulaires sont les cellules
ayant déja adhéré, qui expriment fortement la VE-cadhérine, ce qui est a l'origine de leur
bioactivité. Elles ont également la capacité de proliférer, de se différencier, et de migrer plus loin

au sein du méme tissu et présentent un grand potentiel sécrétoire (figure 10) [300].
3.1.2 Les PECs hé matopoiétiques versus PECs non hématopoiétiques :

Les PECs circulants peuvent étre subdivisés en deux catégories principales : les PECs
hématopoiétiques (PECs-h) et les PECs non hématopoiétiques (PECs-nh). Les PECs-h
proviennent de la moelle osseuse et représentent une sous-population pro-vasculogene des CSH
exprimant a la fois des marqueurs hématopoiétiques et endothéliaux (CD34, CD45, CD3l1,
VEGFR2). Elles sont composées de trois populations : (i) des PECs descendant directs des CSH,
(ii) des cellules myéloides dérivées de progéniteurs myéloides mais pouvant encore se différencier

en CE et (i) une troisicme population est appelée daraulating angiogenic cells. Les PECs-h
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contribuent a la vascularisation principalement par leurs propriétés paracrines, la sécrétion de
facteurs de croissance pro-angiogéniques, et ont été décrites sous plusieurs noms dont les PECs
myéloides, les PECs précoces, ou CFU-ECs (endothelial cell colony-forming units). Elles apparaissent
apres 4 a 7 jours de culture. Les PECs-nh, également appelés les PECs tardifs, /e outgrowth EPCs
ou encore ECFCs, sont des cellules CD34+ et CD45-, qui proviennent également de la moelle
osseuse mais leur origine exact reste inconnue. Au sein de cette population et en fonction de leur
potentiel prolifératif deux types cellulaires ont été décrit HPP-ECFCs (high proliferative potential-
ECFCy) et LPP ECFECs (low proliferative potential-ECFCS). In vitro, ces cellules apparaissent apres 10
a 20 jours de culture (figure 10) [300, 301].

3.1.3 Les PECs formant des colonies versus PECs ne formant pas de colonies :

La culture des cellules CD34+/CD133+ isolées du sang périphétique sur méthylcelluose a
permis de mettre en évidence deux types de cellules bien distincts ; des PECs qui forment des
colonies et d’autres qui apparaissent en culture sous forme de cellules isolées.

Au sein du premier groupe, deux types de colonies ont été mis en évidence, des colonies
formées par des cellules de petite taille correspondant au PECs primitifs, et des colonies formées
par des cellules larges correspondant au PECs définitifs. Les PECs primitifs ont un taux de
prolifération plus élevés et donnent lieua des colonies secondaires, cependant, les PECs définitifs
donnent lieu a des CE isolées et montrent un plus grand potentiel vasculogene zn vitro et in vivo.
Les PECs ne formant pas de colonies sont souvent appelés CE-/ik¢, en raison de la présence de
certaines caractéristiques endothéliales tels que (i) 'expression de marqueurs endothéliaux :
CD31, VEGF-R2, CD144, Tie-2 et VWF, (ii) leur bioactivit¢ de type CE caractérisée par leur
capacité a migrer vers un gradient de facteurs de croissance angiogéniques et pour former des
structures tubulaires et (iii) leur contribution directe et/ou indirecte a la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins # vivo (figure 10) [300].
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Autorisation de diffusion
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Figure-10: Représentation schématique des différents tpes de PECs (Masaaki et Asabara, 2011 )
3.2 Caractérisation :

A la suite de leur découverte par Asahara, plusieurs équipes se sont lancées dans leur
isolement et leur caractérisation cependant, a ce jour, aucune description nette n’a pu étre
apportée. le groupe d’Ingram est a présent, le seul a avoir apporté la caractérisation
phénotypique la moins ambigtie. Pour ces cellules isolées a partir du sang du cordon ombilical ou
du sang périphérique, les auteurs ont décrit les deux sous populations CFU-ECs et ECFCs. Les
CFU-ECs ont été décrites comme exprimant le CD31, CD34, CD105, CD144, CD146, VWF,
VEGF-R2, CD14, CD45 et CD115. La seconde sous-population ECFCs a été décrite pour
exprimer le CD31, CD34, CD105, CD144, CD146, VEGF-R2 et VWF. Ces dernicres
n’expriment donc pas les marqueurs monocytaires tels que le CD45 etle CD14 [18]. La principale
difficulté¢ est quil n’existe pas de marqueurs spécifiques a ces cellules puisque les marqueurs
endothéliaux tels que ceux décrits ci-dessus sont également présents sur les CE matures, y
compris le CD34+ qui a été pourtant longtemps décrit comme un marqueur d’immaturité.
Certaines études rapportent que I'expression du CD133 dont la fonction est inconnue, diminue
rapidement au cours de la maturation des PECs [302]. Par conséquent, il semble que la perte de
ce marqueur définit le moment de I’acquisition du phénotype endothélial par les PECs. 1l a été
suggéré que cet antigéne est maintenu en culture pendant 30 jours, ainsi I'association des trois
marqueurs de surface CD34, VEGF-R2 et CD133 semble étre la meilleure combinaison pour

distinguer les CE matures des cellules immatures [303].
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> A la lumiere de ces atticles, nous pouvons constater que les PECs représentent une
population cellulaire tres hétérogene, et a ce jour il n’existe pas de classification précise ni de
consensus établi sur les marqueurs qui les définissent. Les auteurs utilisent donc différentes
combinaisons de marqueurs de surface et de tests fonctionnels pour les isoler et les caractériser.
Dans le cadre de ce travail, les PECs utilisés seront définis comme étant de type ECFCs,
exprimant des marqueurs d’immaturité (CD133, CD34 et c-kit), capable d’acquérir des marqueurs
endothéliaux (CD146, CD31, CD105, VWF, CD144 et VEGF-R2) et négatives pour les
marqueurs monocytaires (CD14 et CD45). Elles appamaissent en culture sous forme de colonies
qui, a partir du 1% passage, se développent en monocouche de cellules pavimenteuses typique des
CE. Elles possedent une forte capacité a former des pseudo-tubes sur Matrigel 7z vitro, et sont

capables de se différencier pour former des vaisseaux fonctionnels 7z vivo [302].

3.3 Les différentes étapes de la participation des PECs a la vasculogenése

postnatale:

Les différentes étapes du recrutement et de la participation des PECs a la vasculogenése

post-natale ainsi que les mécanismes impliqués sont résumés en figure 11.

Autorisation de diffusion
non obtenue.

Figure-11: Représentation schématique des mécanismes moléculaires rigissant les différentes élapes de la
participation des PECs a la vasculogenese postnatale (Caiado et al, 2012).
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3.3.1 Mobilisation :

La majorité¢ des PECs reste a I'état quiescent au sein d’'une niche entourée de cellules de
soutien (fibroblastes, OB, CE, cellules stromales), de facteurs solubles et de composants de la
matrice extracellulaire. Ces cellules sont complexées aux intégrines ou aux GAGs des cellules
stromales notamment qui régulent leur auto-renouvellement et leur différenciation. En réponse a
une lésion vasculaire ou a un stress physiologique, les PECs sortent de leur état quiescent et sont
rapidement mobilisés et recrutés sur la zone endommagée par I'action des MMPs. Leur libération
de la niche est régulée par une interaction complexe entre les cytokines/chimiokines, les
protéinases et les molécules d'adhésion cellulaire.

Le couple SDF-1/CXCR4 semble étre I’acteur principal de ce processus. Les CE matures
et les péricytes des tissus hypoxiques, endommagés ou néoplasiques, les plaques d'athérosclérose
et les plaquettes liberent constitutivement le SDF-1, qui attire fortement les PECs puisqu’ils
expriment le CXCR4. Les PECs eux méme sécretent du SDF-1 qui peut agir d’'une fagon
paracrine. En entrant dans le microenvironnement de la moelle, le SDF1 active la MMP-9 qui
induit la libération du ligand soluble Kit (sKitL) a partir du ligand membranaire (mKitL). sKitL
est un ligand du c-kit exprimé par les PECs, en s’associant donc a ce dernier empéche la liaison
des PECs au mKitl. exprimé par les cellules stromales facilitant ainsi leur évacuation en dehors de
la moelle osseuse. e VEGF est également un agent mobilisateur efficace qui agit en activant les
MMP de la moelle osseuse. Le G-CSF et le GM-CSF peuvent stimuler la mobilisation des PECs
par la libération de protéinases (élastase, cathepsineG, MMP9 et lactoferrin) a partir de granules
azurophiles et de granules spécifiques a l'intérieur des neutrophiles. En outre 1'érythropoiétine
(EPO), I'IL8, le GroB, le NO et la protéine C-reactive (CRP) qui semblent, en partie, coopérer
avec les MMPs sont également en mesure d’influencer la mobilisation des PECs. Le role du stress
oxydatif caractérisé par la production accrue d’especes réactives de 1'oxygene a été rapporté. Quel
que soit le facteur engagé, il semble y avoir des voies de signalisation communes impliquées dans
la libération des PECs. La liaison du SDF-1 au CXCR4 par exemple induit ’activation de voies
clés dans ce processus Akt-PI3K et la cascade MAPK-Erk. 'activation d’Akt semble favoriser la
phosphorylation de la eNOS, I'augmentation de la production de NO et donc la migration des
PECs. Akt intervient également dans la mobilisation induite par le VEGF. Erkl et 2 sont
impliquées dans la mobilisation induite par le SDF-1. Enfin, les intégrines qui représentent un
régulateur clé de la mobilisation des PECs a partir de la moelle osseuse interviennent dans cette

étape via les couples a3, a3, et a,3;[197, 304-3006].
3.3.2 Homing :

Une fois dans la circulation, les PECs migrent vers la zone ischémiée ou ils vont rouler
sur I'endothélium activé, puis s’arréter et adhérer fermement avant d’entamer la migration
transendothéliale. A leur sortie de la moelle osseuse, les PECs sont attirés vers les tissus

endommagés par le gradient de chimiokines formé dans les zones de tissus nécessitant un
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remodelage actif. Ce mécanisme est régulé par une hypoxie tissulaire et le VEGF-A et fait
intervenir plusieurs couples de chimiokines/récepteurs : SDF-1/CXCR4, IL-8/CXCR2, growth
regulated oncogene-a/CXCR1 et les chimiokines C-C et leurs récepteurs 2 et 5. Le rolling des
PECs sur Pendothélium fait intervenir les sélectines E et P, les intégrines a3, asB;, o, osB;,
o B35 et By, PEph-B4, ICAM-1 ainsi que HMGB1 (bigh-mobility group box 7). Cette étape est suivie
par D’extravasation des cellules vers les tissus sous-jacents. Peu de chose sont connues sur ce
processus mais il semble étre médié par les intégrines B2 et dépend du VEGF, de lactivation de
la voie Akt, du CD99 et du CD9 [304, 305, 307].

3.3.3 Invasion :

Apres avoir traversé la monocouche endothéliale, les PECs migrent a travers la
membrane basale des vaisseaux sanguins et a travers la matrice extracellulaire interstitielle vers le
site de revascularisation. Ce processus dépend de la capacité invasive des PECs et du role
essentiel de la matrice extracellulaire en tant que fournisseur de signaux biochimiques et
biophysiques qui régissent le comportement cellulaire. Les PECs peuvent détecter la rigidité de la
matrice extracellulaire a travers une cascade de signalisation intégrine-dépendante (2581 et a6@1)
conduisant a l'activation de la Rho guanosine triphosphate hydrolase et du CDC42 (ce// division
control protein 42 homolpg). Par conséquent, si la rigidité de la matrice est élevée, les PECs
augmentent la production et 'activité de protéases extracellulaires qui dégradent les composants
de la matrice extracellulaire, de ]a membrane basale des vaisseaux et dans l'espace interstitiel. Les
protéases majeures impliquées dans ce processus sont des membres de la famille des MMP
(notamment la MMP-9 et MMP-2), les membres de la famille cathepsine (cathepsine L), les

serines protéases et l'activateur tissulaire du plasminogene [304, 305].
3.3.4 Différenciation :

A leur arrivée sur les sites du remodelage vasculaire, les PECs se différencient en CE
matures et s’incorporent dans les néovaisseaux par la production de signaux paracrines ou
juxtacrines qui favorisent les interactions des PECs avec les cellules environnantes.

La maturation des PECs en CE fonctionnelles qui est une étape importante pour leur
intégration dans les vaisseaux, est un processus tres complexe qui peut étre divisé en trois étapes :
(i) la premiere étape consiste en I'interaction des intégrines (x5@1et av(5) avec les composants de
la matrice extracellulaire ; I'interaction direct de l'intégrine «581 avec la fibronectine a été décrite
comme une étape cruciale de ce processus, (ii) Iintervention de facteurs de croissance dont le
VEGTF, les Ang, le PDGF, 'IGF, le HGF et le SDF-1, permet le maintien de survie des PECs
recrutés et leur prolifération afin d'augmenter la population de cellules disponible, et (i) la
maturation et l'acquisition d'un phénotype endothélial, étape essentielle dans la biologie des PECs
qui dépend principalement de la régulation du facteur de transcription HoxA, dont la
transcription est régulée par les histones désacétylases induisant la transcription des facteurs p53

et p21, et I'expression de genes codant pour la eNOS, le VEGFR-2, la VE-cadhérine et plein
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d’autres facteurs. Ce processus de différenciation peut s’effectuer sur leur chemin vers les sites de
revascularisation ou sur les sites de revascularisation eux méme, ainsi le role des forces de
cisaillement dans Iinitiation du processus de maturation a été rapporté par plusieurs auteurs. En
plus de se différencier en CE matures, les PECs produisent de multiples facteurs paracrines tels
que le VEGE, le SDF-1, I’ IGF-1, le MCP-1, le PDGF... pouvant agir sur différents types
cellulaires et conduisant 2 une réponse globale qui favorise 1'angiogenese et la régénération des

tissus [197, 304, 308].
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Chapitre I: Article 1; Osteoprotegerin, a
new actor in vasculogenesis, stimulates

endothelial colony-forming cells
propetrties.
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CHAPITRE 1

Article 1: | Thromb Haemost. 2011 Apr;9(4):834-43.

Titre: Osteoprotegerin, a new actor in vasculogenesis, stimulates endothelial colony-forming cells
properties.

Auteurs: Z. BENSLIMANE-AHMIM, D. HEYMANN, B. DIZIER, A. LOKAJCZYK, R. BRION, I .
LAURENDEAU, 1. BIECHE, D.M. SMADJA, I. GALY-FAUROUX, S. COLLIEC-JOUAULT, A. M. FISCHER,
C. BOISSON-VIDAL.

1.1 Rationnel de P’étude et synthése des résultats obtenus :

ILa néovascularisation est une étape fondamentale pour de nombreux mécanismes
physiologiques et pathologiques tels que I'ischémie et le développement tumoral. Les conditions
hypoxiques et inflammatoires provoquent la sécrétion de facteurs de croissance proangiogenes
comme le VEGF qui vont favoriser 'extension de I'arbre vasculaire [177]. Plusieurs études ont
rapporté que ces conditions inflaimmatoires étaient également en mesure de provoquer la
libération d’un nouvel acteur angiogénique par lendothélium, POPG, glycoprotéine soluble
membre de la famille des récepteurs au TNF, impliquée principalement dans la régulation de
I’homéostasie osseuse ou elle intervient en freinant la résorption [1]. Ainsi, cette cytokine se
retrouve au milieu d’'une forte interaction entre les deux systemes, osseux et vasculaire, qui
collaborent étroitement pour assurer le renouvellement permanant d’une matrice osseuse
hautement vascularisée. Le role de PTOPG dans la formation de la matrice osseuse est aujourd’hui

bien élucidé mais son implication dans la vascularisation reste enticrement a établir.

Les études portant sur I'implication de TOPG dans la biologie vasculaire, sont axées
principalement sur un éventuel lien entre cette protéine et différentes maladies cardiovasculaires.
Depuis I’étude de Malyankar ez o/ en 2000, plusieurs auteurs ont rapporté son expression par les
CE micro et macro vasculaires [44, 47, 106, 166]. Cependant, son réle dans la formation de
nouveaux vaisseaux n’a été suggéré qu’en 2006 par 'équipe de Cross ef al. qui a observé un effet
de FOPG sur la survie des HUVECs et sur la formation d’ébauches vasculaires a partir de CE

matures sur Matrigel [13].

Parce que cest le récepteur leurre de RANKI, le role de TOPG est souvent associé a son
interaction avec ce dernier. RANKL est aujourd'hui considéré comme un important régulateur de
la physiologie vasculaire. En plus des ostéoblastes et de leurs précurseurs, RANKL est exprimé
par de nombreux types cellulaires dont les CE [66]. De nombreuses études ont mis en évidence
son role proangiogene [309, 310]. RANKL stimule la motilitt des CE ainsi que leur
différenciation en pseudo-tubes sur Matrigel via son interaction avec RANK [309]. Min JK. ez a/.
rapportent que RANKL induit une augmentation de la perméabilité vasculaire qui définit le
mouvement et le passage de molécules et de cellules des vaisseaux sanguins vers les tissus

avoisinants ou se déroule ’angiogenese active [310].
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Les données de la littérature suggerent un role compensateur de ces deux molécules (OPG et
RANKL) sur le processus angiogénique, mais soulignent le fait que les mécanismes
pharmacologiques les impliquant directement ou indirectement dans le systéme vasculaire, restent

encore mal élucidés. Le but de cette étude était de décrire le role joué par ces protéines sur la

néovascularisation induite 7z vitro par une sous population de PECs, les ECFCs, qui sont des
cellules qui expriment des marqueurs endothéliaux CD31 / Tie-2 / VEGFR2 / CD144 et qui

sont négatives pour les marqueurs monocytaires, CD14 et CD45. Au cours de cette étude :

I. Nous avons mis en évidence I'expression des ARNm codant pour FOPG mais pas pour
RANKI, par les ECFCs. Les taux d’expression des ARNm codant pour TOPG sont
multipliés par un facteur de 6 et 9 respectivement en présence du SDF-1 et du VEGF
(figure 1, articlel). Ces résultats ont été par ailleurs confirmés au niveau protéique par

cytométrie de flux (figure 12).

DF-1
¥x—VEGF
162‘ o 10 104
OPG-PE

Figure-12 : Profil d’expression, en cytometrie de flux; de 'OPG par les ECEFCs en culture dans un nilien de
base supplémenté a 5% de sérum de veau futal (SV'F) en présence et en l'absence du VEGFE (courbe verte) et du
SDE-1 (conrbe ronge).

II. ~ Nous avons montré qu'un préconditionnement des ECFCs par POPG potentialise leurs
propriétés proangiogenes z vitro, en induisant leur motilité et la formation d’ébauches
vasculaires sur Matrigel (figures 3 & 4, article 1). L’OPG exerce par ailleurs, un fort effet
chimio-attractant sur ces cellules. L’ensemble de ces effets est corrélé a une surexpression
des ARNm codant pour le SDF-1 et 2 une activation des voies de signalisation ERK1/2,
Akt et mTOR (figure 6, article 1).

IIL Nous avons décrit expression des ARNm codant pour RANK sur les ECFCs, ce qui les
rend réactives a 'action de RANKIL. L’interaction de RANKL avec son récepteur présent
sur les ECFCs induit un profil proangiogéne avec une augmentation significative de leur
taux de prolifération, de migration et de leur tubulogenese sur Matrigel (figure 2, 3 & 4,
article 1). Cependant, cet effet est beaucoup moins marqué iz vivo dans le modele murin

de matrice vascularisé ou Matrigel Plug (figure 5, article 1).
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IV.  Enfin, nous avons montré que I’association de ces deux molécules (OPG et RANKL)
inhibe respectivement l'activité angiogénique des 2 protéines. Les propriétés
proangiogenes de RANKL sont bloquées par 1'ajout de 'OPG et vice versa (figure 13).
Ces résultats sont probablement la conséquence de la formation du complexe
OPG/RANKL qui les empéche d'atteindre leurs cibles respectives. Ce résultat élimine
I’hypothese selon laquelle FOPG et RANKL joueraient un role compensateur sur la

formation de néovaisseaux.
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Figure-13 : Effet d’'un préiconditiomnement des ECECs par les deux cytokines OPG et RANKL sur la
prolifération et la tubulogenese. A : dininution de leffet proprolifiratif de RANKL sur les ECFCs en présence
de doses croissantes en OPG. B : nentralisation des effets de RANKL sur la formation de pseudo-tubes sur
Matrigel en présence 'OPG et nentralisation des effets de I’OPG en présence d’OPG.

Il est donc évident que la triade OPG/RANK/RANKL est impliquée dans la
vascularisation induite par les progéniteurs endothéliaux circulants, et que le role joué par OPG
est complétement indépendant de RANKL puisque ce dernier n’est pas exprimé par les ECFCs.
OPG intervient probablement via son interaction avec les HSPGs présents a la surface des
ECFCs mais cela reste a confirmer par une étude plus approfondie de son mécanisme d’action.
Nos résultats suggerent donc un réle de POPG dans les processus de revascularisation en
conditions physiopathologiques. Je cite entre autres, le cas de 'angiogenése tumorale puisqu’une
libération abondante de P'OPG par une variété de cellules cancéreuses a été rapportée par
plusieurs auteurs [145, 151, 159], mais également le cas de la vascularisation d’une matrice osseuse
nouvellement formée. Par ailleurs, les résultats obtenus 7z vivo, dans le modele murin du Matrigel
plug montrant un effet synergique entre 'OPG et le FGF-2 dans la revascularisation (figure 5,
article 1) renforcent I'idée d’une éventuelle collaboration entre ces deux cytokines (OPG et FGF-

2) dansla formation de la matrice osseuse.

Le remodelage osseux est un processus physiologique complexe orchestré par de subtiles

interactions entre plusieurs types cellulaires (essentiellement les ostéoclastes qui résorbent l'os
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ancien et les ostéoblastes qui synthétisent la nouvelle matrice) et une multitude de facteurs de
croissance. L’expression de cytokines ostéogéniques (OPG...) et/ou angiogéniques (FGF-2...)
par les cellules impliquées dans les mécanismes du remodelage osseux induit des interactions
cellulaires complexes qui optimisent le processus de consolidation osseuse [311, 312]. Le FGF-2
puissant stimulateur de la revascularisation 7z zivo et régulateur pléiotropique de la prolifération, la
migration et la tubulogenese des CE 7 vitm, est produit par les ostéoblastes et agit comme un
régulateur local du remodelage osseux. Il intervient notamment sur la maturation, la
différenciation et 'apoptose des cellules ostéoblastiques [311, 312]. IOPG, produite également
par les ostéoblastes, joue un role clé dans la régulation de I'’homéostasie osseuse puisqu’elle
protege ’os d’une résorption excessive. Elle est également capable d’agir sur la revascularisation
de los. Elle pourrait donc intervenir en étroite collaboration avec le FGF-2 pour controler les

mécanismes moléculaires gouvernant la formation et la vascularisation de la matrice osseuse.

La complémentarit¢ des cytokines endothéliales et ostéogéniques a été confirmée par
plusiecurs études montrant la synthése par les cellules du remodelage osseux de facteurs
angiogéniques, et par les CE, de cytokines ostéogéniques [313]. Les PECs sont recrutés et
participent a l'amélioration de la vascularisation d’os endommagés[313]. Ce mécanisme est
renforcé par la présence YOPG qui, en intervenant sur la matrice osseuse favorise sa formation
et via son role vasculaire potentialise les propriétés proangiogenes des PECs et participe ainsi a la

vascularisation de la matrice en formation.

1.2 Manuscrit :

Autorisation de diffusion
non obtenue.
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Chapitre II: Article 2; Mechanistic study
of the proangiogenic effect of

Osteoprotegerin.
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CHAPITRE 1T

Article 2: Angiogenesis, 2013. Epub ahead of print.
Titre: Mechanistic study of the proangiogenic effect of Osteoprotegerin.

Auteurs: Z. BENSLIMANE-AHMIM, F. POIRIER, C. DELOMENIE, A. LTOKAJCZYK, F. GRELAC, 1.
GALY-FAUROUX, A. MOHAMEDI, A-M. FISCHER, D. HEYMANN, D. LUTOMSKI, C. BOISSON-VID AL.

2.1 Rationnel de ’étude et synthése des résultats obtenus :

Dans cet article, nous approfondissons le mécanisme d’action de POPG sur la

néovascularisation induite par les ECFCs. Les résultats précédemment obtenus (Article 1), qui
démontrent la libération de 'OPG par les ECFCs et confirment son implication dans le
processus de revascularisation, suggerent un role important de ’OPG dans la néoangiogencse
physiologique et pathologique (vascularisation de la matrice osseuse, tumeurs, ischémie...). En
effet, en raison d'une production abondante de cytokines inflammatoires par les tissus ischémiés
et tumoraux, TOPG peut étre rapidement et constitutivement libérée par 'endothélium (CE et
CML). Cette OPG est capable de participer au recrutement des ECFCs sur les sites de
revascularisation et de favoriser la tubulogeneése. Les effets proangiogenes observés sont corrélés
a une surexpression des ARNm codant pour le SDF-1, et TOPG semble intervenir via un

récepteur autre que RANKI, probablement les HSPGs.

Ainsi, pour examiner de plus pres le mécanisme d’action de POPG, nous avons réalisé une
analyse protéomique des ECFCs prétraitées a PTOPG afin de mettre en évidence les différentes
voies métaboliques affectées par cette protéine. Le role du SDF-1 dans ses effets proangiogenes a
été également exploré, tout comme I'implication des HSPGs, en mettant I'accent sur le role des
syndécannes 1 et 4. L’importance du domaine de liaison a ’héparine de 'OPG a été également
étudiée.

Résultats de PPanalyse protéomique : 'analyse protéomique nous a permis de déterminer le

profil d'expression protéique des ECFCs apres un traitement a POPG. Comme le montre le
tableau 2 (Article 2), 'expression de 24 polypeptides est touchée par TOPG ; 17 sont sous-
exprimés tandis que 7 sont surexprimés. Ces protéines sont impliquées entre autres, dans la
régulation du métabolisme énergétique, la transduction du signal, 1'apoptose, la motilité et

I'adhésion cellulaire.

() L’expression de plusieurs protéines décrites pour jouer un role dans 'adhésion cellulaire
(catenin alpha-1, spectrin alpha chain, copin-1, vinculin, f-actin) diminue sous I'effet de POPG, ce qui
suggere un effet inhibiteur sur 'adhésion cellulaire. Apres avoir confirmé certains de ces
résultats par RT-qPCR et/ou western blot, nous avons exploré Pimplication de TOPG dans
l'adhésion des ECFCs aux protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine et collagene de

type I) en conditions statiques, et a I'endothélium activé en conditions dynamiques de flux.
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En conditions statiques, 20 minutes suffisent pour une adhésion optimale des ECFCs
prétraitées a POPG. Cependant, cet effet est completement aboli au bout de 2h d'incubation
(figure 3A-B, article 2), ce qui suggere que I'OPG favorise I'adhésion intermédiaire des
ECFCs mais inhibe leur adhésion focale. Par ailleurs, une réduction de I'activation de la voie
FAK est observée en présence d'OPG (figure 3C, article 2). Le modele d’adhésion a
I'endothélium activé en conditions dynamiques de flux repose sur P'utilisation d’un systéme
de perfusion au travers d’une chambre tapissée d'une monocouche dHUVECs en
subconfluence, qui permet de mimer endothélium et les forces de cisaillement (50s™) subies
par les cellules dans les veines ou les artéres. Un prétraitement des ECFCs a TOPG 24h
avant leur perfusion sur ’endothélium activé, induit une amélioration significative de leur
rolling, tethering et adhérence (figure 3D-E, article2) et une résistance au détachement a des
forces de cisaillement plus importantes (jusqua 3000 s') (figure 3F, article 2). I’OPG
induit donc Pexpression de molécules favorisant 'adhésion des ECFCs a 'endothélium et

non 2 la matrice.

(i) Tandis que des protéines impliquées dans P'adhésion sont sous-exptimées sous leffet de
IOPG, celles participant a la migration cellulaire sont cependant augmentées, c’est le cas
notamment de la Polymerase I and transcript release factor et de Dibydropyrimidinase-related protein-2.
L’effet de TOPG sur la migration des ECFCs n’est plus a démontrer (Article 1), cependant,
nous avons voulu regarder si cet effet était visible au niveau du cytosquelette. En effet, en
réponse a des signaux chimiotactiques les CE subissent des modifications importantes dans
l'organisation et la morphologie de leur cytosquelette. Les fibres d'actine se réorganisent pour
induire I'allongement des cellules et leur orientation dans la direction imposée [314, 315]. Ces
réponses sont fortement tributaires de la polymérisation et de la dépolymérisation des fibres
d’actine. La motilité cellulaire est en effet, inversement proportionnelle aux dimensions et au
nombre de points d’adhésion focaux [316]. Un marquage d’ECFCs a la phalloidine, montre
que 'OPG induit une réorganisation du cytosquelette d’actine avec I’émergence de

protrusions cellulaires caractéristiques du phénotype migratoire (figure 3G, article 2).

(i) La Protein-disulfide isomerase (Pdi) joue un role dans le repliement cotrecte des protéines.
L’analyse protéomique a montré que ’OPG induit des taux d’expression tres bas de la Pdia3,
un membre de la famille des Pdi. Cependant, la RT-qPCR montre une surexpression des
ARNm codant pour cette protéine. Ceci est probablement lié au fait que la Pdia3 est
rapidement sécrétée par les CE activées [317] pour former un complexe avec lintégrine o 3,
induisant ainsi I'activation de cette derniere [318]. L’intégrine o 3, est directement impliquée
dans les processus angiogéniques et intervient notamment dans la migration et 'adhésion
cellulaire [266] [319]. Nous avons donc vérifié si I'effet exercé sur la régulation de la Pdia3
était accompagné d’une activation de cette intégrine. I’expression de a3;a été évaluée par

cytométrie de flux de 0 a 24h apres stimulation a POPG. L’expression de cette intégrine
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augmente d’environ 10% 1h apres le traitement, et passe du simple au double 3heures plus
tard (figure 2C-D, article 2). Les propriétés proangiogénes de FOPG sont passent donc en

partie, par la modulation de 'expression de l'intégrine o 3.

(iv) L’expression des protéines impliquées dans la sutvie cellulaire est également modulée sous
Ietfet de POPG. Cest le cas notamment de la fransaldolase, I'Hypoxia up-regulated protein-1 et
U’Endophilin-B1. En inhibant Pactivit¢ de la glucose-6-phosphate déshydrogénase, la
transaldolase rend les cellules plus sensibles a I'apoptose induite par une carence en facteurs
de croissance, le peroxyde d'hydrogene et le NO. A Tinverse, lorsque les taux de cette
protéine sont au plus bas, tel est le cas 'ECFCs prétraitées a FOPG, les cellules sont
protégées de I'apoptose [320]. Hypoxia up-regulated protein-1 dont I'expression est augmentée
sous leffet de 'OPG, inhibe la libération du calcium par le réticulum endoplasmique, et
protege ainsi la cellule de 'apoptose induite par un déreglement du calcium cytosolique [321].
Endophilin-B1 qui se trouve également surexprimée sous I'effet de 'OPG est une protéine
anti-apoptotique impliquée dans l'autophagie, processus essentiel au maintien de
I'homéostasie et la survie cellulaire en recyclant les nutriments dans des conditions de
carence en facteurs de croissance [322]. Ces résultats qui suggerent un role anti-apoptotique
de 'OPG sur les ECFCs, sont étayés par ceux obtenus avec les tests de CellTiter-Glo et
Caspase-Glo 3/7 qui montrent une réduction de Pactivité des caspase-3/7 (figure 2E,
article 2) chez les ECFCs stimulées 2 TOPG et une amélioration de leur survie (figure 14).
Nous avons également relevé une diminution significative dans la phosphorylation de la voie

p38 (figure 2F, article 2).
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Figure-14 : Effets de FOPG sur la survie des ECECS. La viabilité cellulaire a ét¢ évaluée par le test de Cellliter-
Glo apres 48h d'incubation des ECEFCs en présence d’OPG (0-0.4nM). Les résultats sont normalisés a cenx obtenns
avee les ECECs non traités et excprimeés en moyenne £ SEM de trois expériences indépendantes (**%p <0,07).

(V) Une modulation des protéines impliquées dans la transcription (Polymerase 1 and transcript
release factor), la synthese de facteurs de croissance (Hypoxia up-regulated protein-1, Matrin-3,
EROT-like protein alpha), la dégradation de protéines mal repliées (Alanyl-tRINA editing protein
Aarsdl, 268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 13, 265 protease regulatory subunit 7, Calpain
small subunit 1), le traffick membranaire (ERO7-/ike protein alpha copine-1, Early endosome antigen-
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7) et le métabolisme des pre-mRNA (Hezerogeneous nuclear ribonuclegprotein K Actin cytoplasmic-1)
sont également observés en présence d’OPG, ce qui témoigne d’une activité métabolique
importante. Par ailleurs, les taux d’expression de la Phosphoribosylformylglycinamidine synthase et
de Polymerase I and transcript release factor, deux protéines impliquées dans la différenciation et la

tubulogenese, sont multipliés par 3 et 7 respectivement en présence ’OPG.

Il. Réle du SDF-1 dans les effets proangiogénes de POPG :

Nous avons précédemment observé une augmentation des ARNm codant pour SDF-1 en
présence d’OPG (Figure 1, article 1). Nous confirmons dans cet article ce résultat au niveau
protéique dans les surnageants de culture (Figure 4A, article 2). L’analyse protéomique montre
une surexpression de la Dibydropyriridinase-related protein-2, polypeptide fortement impliqué dans la
migration directionnelle induite par le SDF-1[323]. Nous avons donc recherché I'implication de la

voie SDF-1/CXCR4 dans les proptiétés proangiogénes de 'OPG.

() En utilisant PAMD3100, un antagoniste spécifique du CXCR-4, nous avons pu bloquer
Iinteraction du SDF-1 avec son récepteur sur les ECFCs prétraitées a FOPG, puis nous
avons testé leur capacité a migrer et a former des pseudo-tubes sur Matrigel. I.’inhibition de
I'interaction SDF-1/CXCR4 induit une réduction de 50% de la migration induite par "TOPG
(Figure 4B, article 2) et la tubulogeneése d’environ 30% (Figure 15). L'effet proangiogene
de POPG est donc en partie dépendant de la voie SDF-1/CXCRA4.

(i) Afin de déterminer si le SDF-1 libéré par les ECFCs sous leffet de TOPG est fonctionnel,
nous avons évalué leffet des milieux conditionnés des cellules prétraitées par TOPG sur la
cicatrisation d’'une monocouche d’HUVEC s, traitées ou non a TAMID3100. Le SDF-1 libéré
est capable d’induire la cicatrisation de la monocouche ’HUVECs (Figure 4C, article 2). 11
est également capable d'induire la prolifération de ces cellules. Ainsi, en plus du role
autocrine joué par le SDF-1 libéré par les ECFCs sous leffet de 'OPG, ces résultats lui

suggerent un effet paracrine puisqu’il est capable d’interagir avec d’autres cellules.
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Figure-15: le SDEF-1 [ibéré sous l'effet de I'OPG par les ECFCs est en partie responsable de la formation de
pseudotubes induite par 'OPG. Les ECEFCs sont traitées a FAMD3100 pendant 30min avant d’étre stimulées
a l'OPG pendant 24 heures puis ensemencés sur Matrigel pendant 18 heures. Les résultats présentent la longuenr
des psendo-tubes formés et sont normalisés par rapport anx ECECs non traitées et exprimés en moyenne £ SENM
de trois expériences indépendantes (* p <0,05, **p <0,07).

I1l. Implication des HSPGs, des syndécannes 1 et 4 et du domaine de liaison a ’héparine

dans le processus angiogénique induit par OPG:

(i) Par ce que POPG n’intervient trés probablement pas via son interaction avec RANKL pour
exercer ses effets sur les ECFCs, nous avons vérifié si elle intervemait via son domaine de
liaison a ’héparine avec les HSPGs présents a la surface cellulaire. Les HSPGs jouent un role
important dans les fonctions biologiques de TOPG, notamment dans son interaction avec les
ostéoclastes. Ainsi avant d’étre stimulé a POPG, les ECFCs ont été prétraitées avec un
mélange enzymatique contenant de '’héparinase I et III et les chondroitinases A, B et C,
permettant de dégrader les héparanes sulfates et les chondroitines sulfates. L’efficacité des
enzymes utilisées a été préalablement testée (Article 5 en annexe 1). L’abrasion des HSPGs
a complétement inhibé les effets proangiogenes de TOPG. En effet, les ECFCs prétraités
aux enzymes ne migrent plus en réponse a 'OPG (Figure 5A, article 2), ne forment plus ou
tres peu de pseudotubes sur Matrigel (Figure 5B, article 2). Dans ce cas-a, ’expression des
ARNm codant pour SDF-1 reste a son niveau le plus bas (Figure 16). les HSPGs sont donc
indispensables a ’'action de TOPG.
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Figure-16: 1. abrasion des HSPGs inhibe l'effet de 'OPG sur
Lexpression des ARNm codant ponr SDF-1. La RT-gPCR a été
réalisée 4h apres un traitement a I'OPG (0,4 nM). GAPDH et
Rplp0 ont été utilisés comme des contriles internes. Les résultats
sont exprimeés en niveanx de transcription par rapport aux ECFCs
CIRL (* p <0,05), ns : non spécifique.
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(ii) Les syndécannes sont des récepteurs cellulaires impliqués dans plusieurs voies régulant
I'adhésion, la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire. Du fait de leur
interaction avec une multitude de facteurs de croissance et leur lien avec les effets de TOPG
sur les monocytes, les syndécannes 1 et 4 sont tous deux des récepteurs potentiels de TOPG
sur les CE. Apres nous étre assuré de leur expression a la surface des ECFCs (Figure 6A-B,
article 2), nous avons déterminé leur implication dans l'angiogenese induite par PTOPG.
L utilisation d’anticorp dirigé contre I’ectodomaines du SDC-1, nous a permis d’observer une
réduction importante de la migration induite par OPG (Figure 17), une diminution des taux
d’ARNm codant pour le SDF-1 (Figure 6C, article 2) et une diminution de l'activation des
voies de signalisation ERK1/2 et Akt (Figure 6D-G, article 2). Le SDC-1 joue donc un réle

important dans lactivité proangiogene de FOPG, qui agit indépendamment du SDC-4.
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Figure-17: ['inbibition du SDC-1, mais pas celle du SDCA, induit une wduction inportante de la nigration

induite par OPG. Les cellules ont été prétraitées avec des anticorps dirigés contre les ectodomuaines du SDC-1 on

dn SDC4 ou avec l'isotype correspondant a chaque syndécanne, avant d'étre traitées a I'OPG (0,4 nM),
ensemencées dans des inserts de Boyden et de les laisser migrer vers un milieu de base (* p <0,05, ** p <0,01)
ns : non spécifique.

(iii) Comme la plupart des facteurs de croissance angiogéniques, 'OPG possede un domaine de
liaison a I'héparine a son extrémité C-terminale. Nous avons vérifié son importance dans les
propriétés proangiogenes de ’OPG en testant les effets dune OPG tronquée (OPG 1-194)
et en les comparant a ceux de 'OPG recombinante intacte (OPG 1-401). D’une fagon
inattendue, 'OPG (1-194) stimule la migration, la chimiotaxie, la tubulogencse, la
phosphorylation des voies ERK1/2 et Akt (Figure 7B-E, article 2), ainsi que I’expression
des ARNm codant pour le SDF-1 (Figure 18), a des niveaux similaires a ceux observés pour
I'OPG (1401). L’effet le plus marquant est obtenu 77 vzzo avec le modele du Matrigel plug, ou
POPG tronquée (1-194) présente un effet plus important que 'OPG (1-401) sur la
potentialisation de la néoangiogené¢se induite par le FGF-2 (Figure 7F-G, article 2). Ces
résultats qui montrent donc 'implication d'un domaine autre que celui de liaison a héparine
dans les propriétés proangiogenes de 'OPG, suggerent que les effets de cette derniere ne se

limitent pas a son interaction avec les HSPGs/SDC-1. Ce dernier interviendrait donc soit
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comme un récepteur de basse affinité soit en tant corécepteur qui lie et présente de fagon

optimale TOPG a un récepteur X qui reste encore a identifier.
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Figure-18: OPG (1-194) induit ['expression des ARNwmz codant
pour le SDF-1 a des niveanx similaires a OPG (1401). La R1T-
gPCR a été réalisée apres 4h de traitement a I'OPG (1-194) ou a
I’OPG (1401) (0,4 nM). (* p <0,05)
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En conclusion, cette étude confirme une fois de plus I'importante contribution de TOPG
dans le processus de revascularisation et fournit plusieurs éléments nouveaux sur son mécanisme
d'action. Nous avons schématisé dans la figure 8 (article2) les différentes étapes d’intervention
de POPG sur les propriétés angiogéniques des ECFCs tel que nos résultats le suggerent. En
conditions inflammatoires, des cytokines telles que TNFo ou d'TL-1f et des facteurs de
croissance proangiogenes comme le VEGF stimulent la production de 'OPG endogene par les
CE et les CML. I’OPG ainsi libérée dans la matrice extracellulaire via son effet chimioattractant,
facilite le recrutement des ECFCs sur les sites de revascularisation. Dans la circulation, elle active
les PECs et induit leur adhérence et extravasation vers les sites de revasculatrisation active ou elle
permet leur tubulogenése. Les HSPGs de la matrice extracellulaire peuvent lier TOPG circulante,

la piéger dans la matrice et augmenter sa biodisponibilité.

2.2 Manuscrit :

Autorisation de diffusion
non obtenue.
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Chapitre III: Article 3; Osteoprotegerin
promotes tumour development in an

orthotopic murine model of osteosarcoma.
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CHAPITRE 111

Article3: Pour une soumission a Cancer Research (short commmnication).

Titre: Osteoprotegerin promotes tumour development in an orthotopic murine model of
osteosarcoma.

Auteurs: Z. BENSLIMANE-AHMIM, J. PEREIRA, A. LOKAJCZYK, I. GALY-FAUROUX, AM. FISCHER,
D. HEYMANN, C. BOISSON-VIDAL.

3.1 Rationnel de I’étude et synthése des résultats obtenus :

Du fait de son expression par une variété de tissus, FOPG peut interagir avec un grand
nombre de types cellulaires de tissus sains ou cancéreux. Elle est ainsi décrite pour intervenir dans

le développement de plusieurs cancers dont les ostéosarcomes.

Les ostéosarcomes sont les tumeurs malignes primitives les plus répandues. Ils peuvent
toucher tous les os du squelette mais se développent, le plus souvent, sur les os longs situés a
proximité du genou, de la hanche et de ’épaule. Leur développement est lié a l'existence d'un
cercle vicieux entre la résorption osseuse et la prolifération tumorale [324]. I’ostéosarcome est en
effet accompagné d'un déreglement dans lexpression de OPG. lLes ostéoclastes activés
dégradent le tissu osseux conduisant ainsi a la libération de facteurs favorables a la prolifération
des cellules tumorales. A leur tour, les cellules tumorales sécrétent des facteurs permettant la
différenciation et l'activation des ostéoclastes[324]. Le blocage de ce cercle vicieux par des
molécules inhibant la résorption osseuse représente donc une approche thérapeutique

prometteuse.

L’OPG a ¢été ainsi proposée comme un candidat potentiel. Cependant la découverte de
son habilité a inhiber I'activité de TRAIL a remis en question son éventuelle utilisation comme
agent thérapeutique. En effet, cette protéine peut exercer un effet anti- ou pro-tumorale selon
qu'elle soit associée 2 RANKL ou a TRAIL, ce qui est en fonction des concentrations relatives
des deux cytokines dans 'environnement tumorale [5, 13, 140]. Elle inhibe 1'apoptose de certaines
cellules tumorales via sa liaison a TRAIL, et via sa liaison a RANKL, en plus de I'inhibition de

I’ostéoclastogenese, elle diminue la capacité de migration de certaines cellules cancéreuses [141].

L'angiogenese est un processus important qui contribue a la croissance et a la progression
tumorale. Diverses cytokines angiogéniques sont des mitogenes puissants [325]. Par conséquent,
'angiogenese tumorale a été beaucoup étudiée et des liens entre 'angiogenese, les métastases et la
survie globale ont été établis [326]. IOPG peut maintenant étre ajoutée a la liste des facteurs
pouvant participer a l'angiogenése pathologique. Son implication dans les deux processus
d’angiogenese et de vasculogenese vient d’etre décrite, et son expression par des néovaisseaux

associés aux tumeurs malignes a été mise en évidence [13].
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Par ailleurs, un nombre croissant de preuves indique la participation des PECs a la
vascularisation tumorale. Leur intégration fonctionnelle dans les néovaisseaux et leurs effets
paracrines ont été rapportés [327]. Nous avons déja montré que TOPG améliore nettement les
propriétés fonctionnelles pro-angiogenes d’une sous-population de PECs, les ECFCs (Article 1).
Les effets observés sont accompagnés d’une surexpression du SDF-1, un acteur clé dans la
migration des cellules tumorale. En effet, le SDF-1 a été décrit pour favoriser le développement
et les métastases de tumeurs exprimant le CXCR4 [198]. En plus de l'inhibition de l'apoptose
induite par le TRAIL, FOPG pourrait donc favoriser la croissance tumorale en induisant la
sécrétion de chimiokines proangiogenes par les CE. Ces chimiokines sont aussi en mesure de

promouvoir la migration de cellules tumorales et par conséquent les métastases.

Nous avons déja montré que le SDF-1 libéré par les ECFCs sous leffet de FOPG était

capable d’agir sur d’autres types cellulaires (HUVECs). Au cours de ce travail, nous avons

étudié la capacité chimioattractante du SDF-1 sécrété par les ECFCs sous leffet de 'OPG sur
une lignée de cellules tumorales issues d’un ostéosarcome humain (HOS) ## witro. Nous avons
ensuite évalué dans un modele murin de xénogreffes tumorales, l'effet de 'OPG sur la croissance,

la vascularisation et la formation de métastases tumorales 27 vivo.

|. Effet de POPG et du SDF-1 libérés dans le milieu de culture d’ECFCs prétraitées a

POPG, sur la migration des lignées tumorales in vitro:

() Parce quelles expriment CXCR4, les cellules HOS peuvent répondre a laction
chimioattractante du SDF-1. Nous avons donc évalué leffet de milieux conditionnés
d’ECFCs prétraitées a TOPG sur la migration directionnelle des HOS (chimiotaxie) 2 vitro en
chambre de Boyden. Comme le montre la figure 1B, le milieu conditionné d’ECFCs
prétraitées a POPG contiennent des cytokines qui attirent fortement les HOS. L’ajout
d’AMD3100 (un antagoniste du CXCR4) dans le milieu de culture des HOS diminue
d’environ 50% cet effet chimioattractant. Cela suggere que le SDF-1 libéré par les ECFCs
sous I’effet de POPG est en grande partie responsable des effets observés, mais il n’est pas le
seul a intervenir. En plus du SDF-1, TOPG induit la libération d'autres facteurs
proangiogenes susceptibles d’attirer les HOS. Par ailleurs, TOPG elle-méme présente un

effet chimioattractant sur ces cellules (figure 1B, article 3).

(i) Le SDF-1 libéré par les ECFCs sous leffet de FOPG induit la motilité des HOS. Un
prétraitement pendant 24h, des HOS avec les milieux conditionnés d’ECFCs traitées a
IOPG, avant leur ensemencement en chambre de Boyden, augmente le nombre de cellules
ayant migré dans la chambre inférieure du dispositif. I’ajout ’AMD3100 dans les milieux de

culture réduit cet effet d’environ 20% (figure 1C, article 3).

(i) Afin de vérifier si les effets observés sont spécifiques aux HOS ou peuvent étre observés

aussi pour d’autres lignées tumorales, nous avons réalisé ces tests sur des cellules issues d’un
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cancer de la prostate, la lignée DU145. Le cancer de la prostate peut se développer
rapidement et la voie SDF-1/CXCR4 est fortement impliquée dans ses métastases osseuses
qui représentent la complication la plus critique entrainant des douleurs intenses, la
morbidité et la mortalité [328]. En outre, les métastases issues de ces tumeurs sécrétent
fortement POPG [329]. Les niveaux sériques sont positivement corrélés a la progression des
métastases osseuses [330]. En accord avec ces données, nos résultats montrent que les
milieux conditionnés d’ECFCs prétraitées ou non a POPG attirent les DU145. Cependant,
l'effet de ces milieux conditionnés est supérieur a 'effet exercé par le SDF-1 seul. Cet effet
est réduit de 30% apres Pinhibition de l'interaction SDF-1/CXCR4 par TFAMD3100 (figure
1D, article 3).

Il. Effet de POPG sur la croissance, la vascularisation et le développement de métastases

tumorales in vivo dans un modéle de xénogreffes tumorales chez la souris Nude :

Afin d’évaluer limplication de T'OPG dans le développement et la vascularisation
d’ostéosarcome 7z vivo, nous avons réalisé un modele de xénogreffe tumorale en injectant des
cellules HOS marquées a la GFP (green fluorescent protein), a des souris Nude. Dés que les tumeurs
ont atteint un volume de 3 2 4 mm”’, un protocole de traitement par injection intra-tumoral a été
appliqué. Les souris ont été réparties en 4 groupes recevant, deux fois par semaines, soit du PBS
(solvant), de 'OPG, du FGF-2 ou un mélange d’OPG et de FGF-2. En effet, nous avons
préalablement décrit un effet synergique entre 'OPG et le FGF-2 dans la formation de
néovaisseaux iz vwo (Article 1), nous souhaitions vérifier cet effet dans I'angiogenese tumorale.

Les résultats obtenus sont les suivants :

() La croissance tumorale : Pendant la premiére semaine du traitement, aucune différence
significative n’a été notée entre les différents groupes, aprés quoi, les trois groupes OPG,
FGF-2 et OPG+FGF-2 ce sont démarqués du groupe CTRL, en présentant des tumeurs
deux a trois fois plus grosses. Les tumeurs de ces trois groupes poussent ensuite a une vitesse
équivalente jusqu’au 175 jour du traitement, ou les tumeurs du groupe OPG/FGF-2
flambent et présentent une croissance tumorale bien plus importante jusqu'a atteindre des

tailles critiques au 24°™ jour (figure 2, article 3).

(if) L’angiogenése tumorale : afin d’évaluer le degré de vascularisation de chaque tumeut, les
souris ont été sacrifiées a J24, et les tumeurs récupérées pour quantifier les capillaires formés
par immunohistochimie et marquage au CD31. Comme attendu, la densité des
microvaisseaux du groupe OPG/FGF-2 est supérieure a celles des deux groupes FGF-2 et
OPG (figure 3, article 3). Nous pouvons remarquer que les niveaux de vascularisation sont
corrélés a la croissance tumorale. Ce qui n'est pas surprenant, étant donné que les vaisseaux
sanguins sont nécessaires a la croissance tumorale en assurant Iapprovisionnement en

nutriments et en oxygene.
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(iif) Développement des métastases : Comme les osteosarcomes présentent un fort potentiel
métastatique, et que apres l'os, les poumons sont le siege le plus fréquent de métastases
suivis par le foie[331], nous avons prélevés ces deux derniers organes pour une évaluation
histologique de I'expression de la GFP. La présence de cellules marquées a la GFP indique la
présence des cellules tumorales. Les poumons des souris des 4 groupes ont été atteints a des
degrés équivalents. Cependant, I'administration de 'OPG seule (5 fois) ou associée au FGF-2
(14 fois) a induit une augmentation significative du nombre de métastases vers le foie
comparativement aux autres groupes de souris FGF2 et CTRL (figure 4 article 3). Bien que
le groupe FGF-2 ait montré un degré de vascularisation similaire a celui du groupe OPG, le
niveau des métastases dans le foie n’est pas significativement différent du groupe CTRL.
L’injection d’OPG a donc favorisé la dissémination et le développement de la tumeur sur

d’autres sites, les métastases.

Les résultats de cette étude associés a ceux obtenus précédemment (Articles 1 & 2)
suggerent qu’en plus de ses effets sur la survie des cellules tumorales et sur ’osteoclastogenése,
IOPG libérée par I'ostéosarcome est en mesure de recruter les progéniteurs endothéliaux et de
potentialiser leurs propriétés angiogéniques autocrines et paracrines pour participer activement a
la vascularisation et au développement de la tumeur et de ses métastases. Cet effet est favorisé par
la sécrétion accrue de SDF-1 par les ECFCs recrutées sous laction de 'OPG. IIs sont
probablement observés dans le cas d’autres tumeurs, cas du cancer de la prostate par exemple.
Par ailleurs, il n’est pas exclu que 'OPG présente 77 situ dans la moelle puisse favoriser le
développement de métastases osseuses, ce développement étant la conséquence d’une balance
entre ses propriétés angiogéniques et ses effets sur la résorption osseuse ou la voie SDF-
1/CXCR4 joue un role crucial.

En fin, des expériences supplémentaires visant a confirmer les métastases observées en
utilisant un anticorps anti-GFP, et a la recherche d’une infiltration des macrophages sont en

cours de réalisation avant de soumettre cet article.

3.2 Manuscrit :

Autorisation de diffusion
non obtenue.
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Chapitre IV : Article 4 ; Osteoprotegerin

regulates progenitor endothelial cell
differentiation.
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CHAPITRE IV

Article4: Pour une soumission a Arteriosclervsis, Thrombosis, and 1 ascular Biology (breif repor).
Titre: Osteoprotegerin regulates progenitor endothelial cell differentiation.

Auteurs: Z. BENSLIMANE-AHMIM, 1. GALY-FAUROUX, A. LOKAJCZYK, A. M. FISCHER, D.
HEYMANN, C. BOISSON-VIDAL.

4.1 Rationnel de ’étude et synthése des résultats obtenus :

Il existe une interaction étroite entre les deux systemes osseux et vasculaire, ceci est le
résultat de subtiles interactions entre une multitude de facteurs angiogéniques et ostéogéniques.
De nombreuse cytokines ostéogéniques ont était ainsi décrites pour influencer la biologie des CE.
C’est le cas par exemple de ostéopontine et de la BMP-2, régulateurs de 'angiogenése 7 vivo et in

vitro [332]. C’est aussi le cas de TOPG comme nous 'avons vu précédemment (Articles 1 et 2).

La mobilisation et la participation des PECs a la vasculogenese postnatale est une étape
importante dans la réparation tissulaire. Il a été démontré que ces cellules contribuent a 25% des
vaisseaux sanguins nouvellement formés [333]. Il est bien établi que les PECs sont recrutés sur les
sites nécessitant une réparation vasculaire en réponse a un gradient de facteurs de croissance et de
cytokines libérés dans la circulation par l'endothélium 1ésé et les tissus endommagés[334]. L’OPG
fait partie de ces cytokines qui sont capable d’¢tre rapidement et constitutivement libérées par
I’endothélium en conditions inflaimmatoires. Les PECs se retrouvent ainsi doublement exposés a
cette protéine : dans la moelle osseuse ou 'OPG est libérée par les cellules stromales et les
ostéoblastes et dans la circulation générale ou elle est libérée par 'endothélium. Nous avons déja

décrit leffet de cette cytokine sur les propriétés angiogéniques des PECs et au cours de cette

étude, nous avons exploré ses effets sur leur maturation biologique. I’OPG a en effet été

décrite comme un modulateur important de la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques puisqu’elle influence leur expansion, leur différenciation et leur prolifération [4].

Aurait-elle les mémes effets sur les PECs ?

Les PECs qui sont une fraction mineure des cellules mononuclées du sang périphérique
provenant de la moelle osseuse, représentent une population hétérogene de cellules. Plusieurs
auteurs ont tenté de les décrire phénotypiquement mais jusqua aujourdhui, il n'existe aucun
consensus sur leur caractérisation définitive. Deux populations de PECs ont été décrites, les
CFU-ECs et les ECFCs. Les CFU-ECs expriment le CD31, CD34, CD105, CD144, CD146,
vWit, VEGF-R2, CD14, CD45 et CD115, et les ECFCs, le CD31, CD34, CD105, CD144,
CD146, KDR et VWF [18]. Nous avons donc étudié les effets de POPG sur la maturation
biologique des ECFCs.

Pour ce faire, des cellules CD34+ ont été isolées a partir du sang de cordon ombilical

humain fraichement prélevé, cultivées dans le milieu de croissance endothélial classique
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(Endothelial Growth Medinm-2) en présence (appelées ECFCs-OPG) et en labsence ’'OPG
(ECFCs-CTRL). A partir du 10°™ jour de culture, Pappartition de colonies caractéristiques des
ECFCs a été surveillée chaque jour. En utilisant le test d’exclusion au bleu de trypan, les cellules
obtenues ont ét¢ comptées a chaque passage afin d’évaluer leur potentiel prolifératif. Au bout de
25 jours, les cellules ont été caractérisées pour I'expression membranaire de leur CD34, CD144
(VE-cadherine), CD105 (Endogline), CD133, CD31, CD73, CD61/51(«,35;), VEGF-R2 (KDR),
CD146 (MCAM), CD54 (ICAM), CD106 (VCAM), CD45 et CD115 (Macrophage colony-stinmlating
Sactor receptor). Le profil d’expression ainsi obtenu a été comparé a celui obtenu 15 jours plus tard

(a J40).

Sur les 8 prélévements de sangs réalisés, 19 colonies ’ECFCs ont été obtenues en présence
p S p

d’OPG contre seulement 10 en son absence (Figure 1A, article 4). Les colonies obtenues en

présence d’'OPG sont apparues entre le 10°™ et le 13°™ jour de culture, alors que celles obtenus

en EGM2 seul apparaissent en moyenne 2 a 5 jours plus tard.

Les courbes de croissance représentées en figures 1C (article 4) et en figure 19 montrent
que les ECFCs-OPG présentent un potentiel prolifératif plus important que les ECFCs-CTRL.
En effet, apreés une courte période de latence (1-2 jours) le nombre d’ECFCs tnitées a TOPG
augmente exponentiellement pour atteindre une moyenne de 9.10° cellules a J30, aprés quoi la
croissance se ralentie. Le temps de latence observé pour les ECFCs-CTRL est plus long, ces
cellules présentent cependant un taux de prolifération non négligeable et continue de proliférer a
la méme vitesse méme a 50 jours de culture. Ces résultats sont probablement la conséquence d'un
effet de FOPG sur le taux de division des cellules, les ECFCs-OPG se divisent plus rapidement

au départ et atteignent leur nombre de divisions maximal avant les ECFCs-CTRL.

400
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-= OPG
5300 1
g Figure-19: Taux de prolifiration des
S 200 - ECFCs en présence et en 'absence de 'OPG.
-‘Z’- Les résultats sont représentés par le rapport
x entre le nombre d’'ECFCs a JX et lenr
S 400 4 nombre de départ a |0.
0 . T T T T 1
0 10 20 30 40 50
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Les ECFCs obtenues a partir des deux conditions de cultures sont fortement positives
pour les marqueurs endothéliaux. Elles expriment toutes le CD34, CD31, CD146, KDR, CD105

et CD144, mais a des niveaux différents. Les marqueurs d’immaturité CD34 et CD133 et
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I’endogline (CD105) sont plus exprimés en présence d’OPG les 25 premiers jours de culture. Le
CD144 est par contre nettement moins exprimé par les ECFCs-OPG que par les cellules
controles. Ces cellules n’expriment pas le CD115 et CD45 caractéristiques des cellules
monocytaires, et le CD106, inductible par des cytokines inflimmatoires. Il faut noter que les
cellules souches CD34+ mobilisées dans la moelle suite 2 un stimulus ischémique expriment tres
peu de CD144, mais cette expression augment significativement des qu’elles s’incorporent dans le
site ischémié suite a leur activation par les facteurs proangiogenes ce qui facilitent leur migration

dans le tissu.

Au bout de 40 jours, Iexpression du CD34 diminue progressivement dans les deux
groupes, mais reste encore légerement élevée pour les ECFCs-OPG. L’expression du CD133
n’est plus détectable dans les deux groupes. Celle du CD146 et CD54 est a peu pres identique
dans les deux groupes a J25. Cependant, leur expression diminue fortement au 40“™ jour dans le
groupe OPG. La diminution de lexpression de deux marqueurs est accompagnée d'une
augmentation des niveaux d’exptession du CD105, CD73, CD61/51 et du VEGF-R2 (figure 2,

article 4).

Ces résultats indiquent donc que 'OPG maintient I'état immature des cellules CD34+ plus
longtemps tout en accélérant leur division pendant les premiers jours de culture. Le
ralentissement de cette division cellulaire, est ensuite accompagné d’une potentialisation de la
différenciation endothéliale. Ceci est corrélé a une baisse d’expression de certaines molécules de
surface qui joue un réle dans Padhésion cellulaire (CD146, CD144 et CD54), et dune
augmentation de I'expression du VEGF-R2, dont les niveaux d’expression augmentent avec la
maturation [335] ; du CD105, connu pour jouer un role dans la migration cellulaire [336] ; du
CD73, impliqué dans la régulation de la perméabilité vasculaire [337] et du CD61/51; impliqué
dans la différenciation cellulaire, la migration et la survie. En plus des différentes voies
précédemment décrites (survie, migration et adhésion), TOPG est donc en mesure d’influencer la
« souchitude » des cellules CD34+.

3.2 Manusctrit:

Autorisation de diffusion
non obtenue.
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Discussion générale,
conclusion & perspectives
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Le travail réalisé au cours de cette these a été effectué dans le cadre d’un Groupement De
Recherche (GDR) « Biothérapie et Polysaccharides Marins — BIOPOLYMAR qui regroupe le «
Laboratoire des polysaccharides marins bioactifs et de Biotechnologie » de I'IFREMER (Dr S.
Colliec-Jouault), le Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et Thérapie des
Tumeurs Osseuses Primitives (Inserm U957 Prof D. Heymann) et 'unité Inserm U791 (Dr P.
Weiss) de la faculté de médecine de Nantes ainsi que unité INSERM 765. 1l avait pour but
principal d’étudier Peffet d’une protéine régulatrice de I'homéostasie osseuse (OPG) sur
I’'angiogenese induite par les progéniteurs endothéliaux circulants, afin de conclure son effet

potentiel sur la vascularisation des tissus.

De plus en plus d’études soulignent I'existence d’un lien entre les deux systemes osseux et
vasculaire. [’association entte la formation de la matrice osseuse et les calcifications vasculaires
n’est plus a démontrer. Une faible densité minérale osseuse est en effet, souvent associée a une
augmentation du risque d’apparition de pathologies cardiovasculaires. Chez des sujets agés, un
remodelage osseux élevé est généralement corrélé a un risque de mortalité cardiovasculaire accru
[313]. Ces données et pleins dautres suggerent lexistence de mécanismes sous-jacents qui

modulent a la fois le remodelage osseux et la biologie vasculaire.

La triade moléculaire RANK, RANKL et OPG se trouve a l'interface os-vaisseaux. Les
souris invalidées pour le gene de 'OPG développent en plus d’une ostéoporose sévere, des
calcifications vasculaires. Par ailleurs, de nombreuses études ont rapporté un lien entre cette
cytokine et de nombreuses pathologies vasculaires. I’OPG est exprimée par les cellules
endothéliales de micro et macro-vasseaux ainsi que par les cellules musculaires lisses des arteres et
des veines [44] [106] [47]. Plusieurs facteurs de croissance et cytokines incluant le TNFa, I'TL-15,
I'IL-1a, le FGF-2, le PDGF et 'angiotensine II sont capables d'augmenter son expression [47].

Au terme de ces travaux, nous avons montré que ’OPG joue un réle fondamental dans la
vascularisation : 1- en agissant en amont sur le recrutement et la différenciation des cellules
souches CD34+ en progéniteurs endothéliaux (Article 4); 2- en favorisant la formation des
néovaisseaux dans les tissus sains (Articles 1 & 2) ; 3- et pathologiques (Article 3); tout en

participant a la dissémination des métastases.

La sous population de cellules progénitrices endothéliales, les ECFCs initialement décrites
par Asahara comme étant des cellules dérivées de la moelle osseuse, isolées de la fraction de
cellules mononuclées du sang périphérique, expriment des marqueurs d’immaturité (CD34,
CD13) et peuvent se différencier en cellules endothéliales matures. Ces cellules sont mobilisées a
partir de la moelle osseuse suite a la production de cytokines inflammatoires par le tissu ischémié.
Elles passent dans la circulation générale pour migrer et s’incorporer dans les sites de
revascularisation active, en situations physiologiques et/ou pathologiques incluant le
développement de tumeurs, Iischémie tissulaire consécutive a une thrombose et la

revascularisation de la matrice osseuse.
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Apres avoir confirmé Iexpression de FOPG par les ECFCs, nous avons montré que sa
production par les ECFCs est modulée par le VEGF et a un moindre degré par le SDF-1.
Plusieurs cytokines peuvent induire l'expression de I'OPG par les cellules endothéliales mais
jusqu'a présent, ni le SDF-1, nile VEGF n’avaient été décrits pour avoir un tel effet. ’OPG n’est
pas la seule molécule ostéogénique a étre exprimée par les ECFCs. D’autres protéines telles que
Postéopontine et la phosphatase alcaline osseuse sont libérées par ces cellules [338]. La présence
des marqueurs ostéogéniques a ¢été confirmé par Matsumoto e al, sur les cellules
CD34+/CD133+ du sang périphérique humain qui expriment en particulier les ARNm codant
pour I'ostéopontine. Les progéniteurs endothéliaux du sang périphérique sont du reste, recrutés
sur les sites de fractures ou ils développent un environnement favorable a la guérison en
augmentant la vasculogenese et l'ostéogenese, conduisant ainsi a une récupération fonctionnelle
plus rapide [339]. Les travaux de Lui e a/ ont par ailleurs montré que les cellules CD34+ et
CD133+ sont capables de se différencier en ostéoblastes 2 vitro [340].

L’OPG peut favoriser 'expansion des CSH [4]. Nous avons montré que les propriétés
fonctionnelles des cellules CD34+ sont modifiées par un traitement a FOPG. La culture de ces
cellules en présence d'OPG induit dans un premier temps, une augmentation de leur prolifération
avec une modification de lexpression des marqueurs dimmaturité CD34 et CD133. A cette 1%
phase succede une deuxieme phase ou nous avons observé un ralentissement de la prolifération
des ECFCs, accompagné d’une surexpression de certains marqueurs endothéliaux incluant le
CD105, le CD73 et I'intégrine oy B;. Ceci est corrélé a une diminution de I'expression du CD146
et du CD54. Le CD73 est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la
perméabilité vasculaire et de ladaptation a I’hypoxie [337]. Le CD105 intervient dans la
prolifération, la morphogenése, la migration et 'adhésion cellulaire a endothélium [341]. Le
CD146 et CD54 sont des molécules d’adhésion intervenant dans la cohésion cellulaire et/ou dans
I’adhésion des cellules 2 MEC [342]. Du fait de I'importance physiologique de ces différents
facteurs, la régulation de leur expression par TOPG refléte non seulement un effet sur le potentiel
prolifératif de ces cellules, mais aussi sur leurs propriétés fonctionnelles. Le traitement des cellules
CD34+ a ’OPG induit probablement un changement de leur phénotype en raison de 1'activation
de différentes, mais interdépendantes, voies moléculaires ciblant la prolifération, la clonogénicité
et diverses propriétés fonctionnelles. Cependant, il est frappant de constater que la régulation
positive des marqueurs d'immaturité (CD34) associée a une expression de marqueurs de
différenciation tels que le CD105, CD73 et CD146. L'OPG agirait a I'échelle du génome générant
ainsi des conséquences globales induisant une (re) programmation cellulaire et touchant la

détermination du destin cellulaire.

In vivo, au cours d'une vasculogenese post-natale, les ECFCs se trouvent exposées a
IOPG sécrétée par les cellules activées, tout au long des différentes étapes de leur recrutement
sur les sites de réparation vasculaire : dans la moelle osseuse avant leur mobilisation, dans la

circulation générale apres mobilisation et au cours de leur incorporation dans le site ischémié
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durant

Pextravasation de ’endothélium, leur invasion et différenciation. Il était donc logique

d’évaluer I'implication de FOPG dans les étapes clés de ce processus. Au cours de ces travaux

nous avons ainsi démontré 7z vitmw que cette cytokine :

M)

@)

)

S

®)

Est en mesure de jouer le role d’une chimiokine puisqu’elle attire fortement les ECFCs a
des niveaux comparables a ceux obtenus avec le SDF-1. Ces résultats suggerent son

éventuelle implication dans I'étape de mobilisation 7z vivo ;

Est capable d’agir directement sur les ECFCs et d’induire leur migration spontanée. Ceci
est la conséquence d’une réorganisation du cytosquelette d’actine, imposée par PTOPG qui
favorise 'émergence de protusions cellulaires caractéristiques du phénotype migratoire.
Cet effet a été également décrit sur les cellules endothéliales microvasculaires, qui
présentent un réseau de fibres d'actine plus étendu, avec une fine matrice de microtubules
allongés, et qui s'étend jusqu'a la périphérie de la cellule quand elles sont cultivées en
présence d’OPG [343]. En agissant sur le cytosquelette d’actine qui confére aux cellules
les forces de contraction et de propulsion qui induit leur migration, FOPG est donc en

mesure d’intervenir également sur les deux étapes du homing et d’extravasation ;

favorise ladhésion des ECFCs 2 l'endothélium activé et induit leur adhésion
intermédiaire aux composants de la matrice extracellulaire. Cependant, TOPG empéche
leur adhésion focale. Elle exercemit donc un effet anti-adhésion sur les ECFCs
lorsqu’elles sont dans la moelle osseuse afin de favoriser leur mobilisation. Une fois sur
les sites de revascularisation, celle-ci induirait leur adhésion a ’endothélium et favoriserait
leur adhésion intermédiaire a la membrane basale, une des étapes importante a

Pextravasation;

Agit également en stimulant la tubulogenese en favorisant la formation de pseudotubes
sur Matrigel. ’OPG favoriserait donc la différenciation morphologique des ECFCs pour

s’incorporer aux structures tubulaires en formation ;

Enfin, et contrairement a toutes les études rapportant effet de FOPG sur les cellules
endothéliales matures sur lesquelles elle exercerait un effet pro-prolifératif, OPG n’affecte
aucunement la prolifération des ECFCs en culture. Cependant, un traitement de ces
cellules a long terme avec ’'OPG (depuis leur isolement) leur confere un taux prolifératif

plus important.

Ces résultats ont été confirmés 7z vvo dans le modéle vascularisation d’'implants sous-

cutanés de substitut de membrane basale (Matrige/ plug). Ce modele permet d’étudier 'effet anti-

ou proangiogénique de cytokines en évaluant leurs effets sur la vascularisation d’'une matrice

extracellulaire riche en collagene IV, laminine, nidogéne/entacin, et en HSPGs. Dans ce systeme,

les cellules endothéliales, progénitrices ou matures et les cellules musculaires lisses de I'hote

migrent en réponse aux cytokines présentent dans le matrigel et colonisent les implants pour
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former un réseau vasculaire. Ce modécle nous a donc permet de confirmer 7z vivo, effet
proangiogene de FOPG et de mettre en évidence son effet potentialisateur sur les propriétés

angiogenes du FGF-2 sur la formation des vaisseaux.

Le FGF-2 est un des activateurs du processus angiogénique exprimé par les cellules du
périoste et les ostéoblastes. Il a ét¢ également décrit pour intervenir dans le développement et le
remodelage osseux en stimulant la prolifération et la survie des ostéoblastes. Plusieurs études ont
montré son potentiel thérapeutique: il induit une augmentation du volume osseux dans un
modcle de défauts osseux segmentaires chez le lapin, une accélération de la guérison des fractures
et une amélioration de la masse osseuse des implants [344]. Le FGF-2 peut donc potentiellement
compenser le role de 'OPG dans le développement du squelette. Notre étude suggere que TOPG
a son tour, est en mesure de compenser le role du FGF-2 dans le processus de vascularisation.
Cette étude n’est pas la premicre a décrire un éventuel role compensateur de ses deux cytokines.
En effet, I’équipe de Kyrtsonis a suggéré un effet synergique des deux cytokines dans le
développement et la progression du myélome multiples [345]. De plus, il ne faut pas oublier que

le FGF-2 a été décrit comme un inducteur de 'expression du géne codant pour 'OPG.

En ce qui concerne les effets possibles de 'OPG sur la sutvie cellulaire, nous démontrons
ici que cette cytokine diminue Pactivité des caspases 3 et 7, un effet accompagné de la
préservation de la viabilité. Plusieurs études ont démontré que ’'OPG est en mesure de préserver
les cellules endothéliales matures de 'apoptose [13, 166, 169]. Le mécanisme précis pour cela
reste cependant, a déterminer, mais il est peu probable que cela fasse intervenir la protection
contre l'apoptose induite par TRAIL. Méme si une étude a suggéré 'implication de I'inhibition de
TRAIL [169], dautres ont mpporté que TRAIL est absent dans les cultures de cellules
endothéliales, suggérant que des mécanismes alternatifs peuvent exister [13, 108]. En outre, les
cellules endothéliales semblent étre résistantes a l'apoptose induite par TRAIL, ce qui coincide
avec la notion que les cellules non malignes sont insensibles a ce facteur [13]. Nos résultats
suggerent donc que la protection de I'apoptose induite par 'OPG est liée a une carence en
facteurs de croissance, puisque cet effet est exercé surtout lorsque les ECFCs sont cultivées dans
un milieu pauvre en sérum. L’analyse protéomique a par ailleurs révélé la régulation d'un certain
nombre de protéines dont ’endophiline-B1 et ’Hypoxia up-regulated proteine-1, impliquées dans
le processus d'autophagie qui joue un réle crucial dans le maintien de I'homéostasie et de la survie
cellulaire en recyclant les nutriments dans des conditions de carence en facteurs de croissance

[322] [321].

L’effet anti-apoptotique de I'OPG ferait également intervenir Pintégrine o f; La
croissance et la survie de nombreux types cellulaires nécessitent ’'adhésion des cellules a la MEC.
Une perturbation de cette interaction arréte les cellules a la phase Gl et induit I'apoptose [346,
347]. Drailleurs, un nouveau terme, « anoikis » a été inventé pour désigner l'apoptose induite par

la perte d'ancrage a la MEC [348]. 1 est clair que pendant le processus d'angiogenese, l'intégrine
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oy B; joue un role fondamental dans le maintien de la viabilité. La signalisation induite par cette
intégrine nécessite sa liaison avec les protéines de la matrice telles que la vitronectine, la
fibronectine, l'ostéopontine et la ténascine [349]. Certaines données suggérent que son activation
dans les cellules endothéliales supprime lactivité de la voie pro-apoptotique p53 [350]. Par
ailleurs, I'équipe de Scatena a identifié une nouvelle voie de survie o f;-dépendante. Cette
intégrine active spécifiquement la voie NF-»B, et 'inhibition de la translocation nucléaire de cette
derniere abolit complétement l'effet protecteur de o f; Ainsi, l'activation de la voie NF-»«B
semble nécessaire pour leffet protecteur de cette intégrine sur les cellules endothéliales de

I’apoptose induite par une privation de sérum [88].

Dans la présente étude nous décrivons une régulation positive de lintégrine o83, en
présence d’OPG. L’analyse protéomique montre une régulation de la Pdia3, une protéine
responsable de l'activation de cette intégrine, un processus quia été rapporté pour potentialiser la
migration, I'adhésion et la survie cellulaire. Par conséquent, il est possible que l'activation des
récepteurs a lintégrine o f; compense des mécanismes de signalisation initiés par OPG et que
cela conduise a l'activation du processus angiogénique et a la préservation de la survie cellulaire.
Les effets de l'activation de l'intégrine o, B; sur le comportement cellulaire sont médiés par la
signalisaion ERK1/2 [351, 352], une voie qui est également activée par OPG. Cela suggere que
la voie ERK1/2 peut au moins, en partie, contribuer au processus angiogénique co-activé pat
IOPG et o, fs.

Lors de ce travail, nous avons confirmé I'importance HSPGs/SDC-1 dans lactivité
proangiogénique de 'OPG. L'OPG se lie avec une grande affinité a 'héparine sur les ostéoclastes
[353]. Elle se lie aussi aux HSPGs de surface cellulaire, ce qui suggere que les effets de POPG ne
se limitent pas seulement a son interaction avec RANKL ou le TRAIL solubles. Elle peut donc
agir directement sur les cellules pour réguler leur fonction. Plusieurs équipes ont suggéré la
présence d'autres partenaires capables de lier TOPG hormis TRAIL et RANKL. I’OPG favorise
l'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales, ce mécanisme est médié par des interactions
entre le domaine de liaison a I'héparine de POPG avec la surface des cellules endothéliales [108].
Toutefois, le ligand d’OPG dans cette interaction reste a identifier, le SDC-1 a été tout de suite
proposé puisqu’il est impliqué dans I'interaction de ’OPG avec les monocytes et certaines cellules

tumorales [354].

En plus de la voie ERK, POPG induit l'activation deux autres voies tout aussi impliquées
dans le processus angiogénique ; les voies Akt et mTOR. Les intégrines et les facteurs de
croissance coactivent synergiquement la voie Akt. I’activation de cette voie par une signalisation
outside-in provenant des intégrines, favorise I’'adhésion des cellules endothéliales a la matrice et la
survie cellulaire. Ia voie Akt controle également la réorganisation du cytosquelette d’actine et la
migration des cellules endothéliales [285]. De plus, I'effet anti-apoptotique de la protéine mTOR

repose sur P'activation de la voie Akt qui intervient par I'inactivation des facteurs de transcription
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tels que FOXO3a, conduisant a la croissance cellulaire et a une protection des cellules
endothéliales du stress oxydant [287]. Par ailleurs, 'équipe de Beauvais rapporte que la liaison de
I'ectodomaine du SDC-1 a Tintégrine o,f; est nécessaire a une conformation active de cette
derniere. Le SDC-1 et o 3; formeraient un complexe probablement via des interactions latérales
de leurs domaines extracellulaires, conduisant au dustering des intégrines. Ce regroupement est en
mesure d’activer des kinases associées soit a l'intégrine ou au SDC-1 [283]. Il est donc probable
que ’OPG via sa liaison au SDC-1 induit 'activation de ce dernier qui, en s’associant a 'intégrine
o35 induit une signalisation via Akt qui a son tour active la voie mTOR. Enfin, I'angiogené¢se
initiée par le FGF-2 semble étre médiée par o B; [355]. FGF-2 a été décrit pour induire
I'expression du SDC-1 durant le processus angiogénique [283], ceci pourrai constituer une piste

pour expliquer son effet synergique avec TOPG.

Comme décrit précédemment, PTOPG dans les cellules endothéliales est localisée au sein
de granules de sécrétion spécifiques connue sous le nom de Weibel-Palade qui contiennent
¢galement le VWFE. Dans les corps de Weibel-Palade, POPG est physiquement associée au VWE.
La stimulation des cellules endothéliales 7z vitro, induit la libération de ce complexe dans le milieu
de culture. La présence du complexe OPG/VWE a été également mise en évidence dans le sérum
[106], ce qui indique que cette association peut avoir une pertinence physiologique. Les travaux
menés par Baud’huin ¢/ o/ ont montré que le domaine de 'OPG liant le domaine A1 du VWF est
localisé sur son site de liaison a RANKIL, et recouvre partiellement ce dernier. Cette interaction
annule l'activité inhibitrice de 'OPG sur P'apoptose induite par TRAIL mais son interaction avec
RANKL semble inaffectée [3506].

L’effet de TOPG sur les ECFCs ne se limite pas a son interaction avec le SDC-1
puisquune OPG dépourvue de son domaine de liaison a I'héparine présente une activité
proangiogene 7n vitro in vivo. ’hypothése d’une éventuelle implication de RANKL dans ces effets
proangioenes, a été tout de suite écartée puisque on n’a pas pu le mettre en évidence dans nos
cellules. Or, des résultats préliminaires que nous avons réalisés montrent que la liaison du VWF a
I’OPG neutralise totalement les effets de cette derniere sur la migration des ECFCs (Annexe 2)
et leur tubulogenése (Annexe 3). Ceci souligne I'importance du domaine de 'OPG liant le VWF
dans ses activités proangiogenes. Existerait-il un autre récepteur potentiel de TOPG sur les
ECFCs ? Est-il possible qu'elle puisse intervenir via son interaction avec le VWE? Ou
interviendrait-elle via une forme membranaire de RANKL qui existerait chez les ECFCs mais que

nous n’avons pas pu mettre en évidence par les techniques utilisées ?

Les effets proangiogenes de POPG ont ét¢ corrélés a une surexpression du SDF-1.
L’OPG n’est pas la premiere cytokine pour laquelle un tel effet est décrit. Ombretta ef a/ ont
montré que le VEGF et le FGF-2 induisent une augmentation de I'expression du SDF-1 par les
cellules endothéliales, et que l'utilisation d’anticorps dirigés contre le SDF-1 inhibe totalement la

néovascularisation induite par ces deux facteurs zz zivo [250]. En plus de retrouver la un nouveau
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point commun entre les effets de PFOPG et du FGF-2, ces résultats indiquent que la voie SDF-
1/CXCR4 représente un systtme de signalisation autoctine, un régulateur essentiel de la

morphogenese des cellules endothéliales et de I'angiogenese.

L’axe SDF-1/CXCR4 joue un réle important au cours du développement en déclenchant
la transduction de signaux multiples conduisant a I'activation de diverses fonctions biologiques
comme le chimiotactisme cellulaire, la prolifération, l'apoptose, la sutvie et la différentiation [357].
L’une des fonctions principales de cette voie est la régulation de langiogenese et de la
vasculogenese. En plus de son role dans le maintien des cellules progénitrices dans la niche
osseuse et leur mobilisation dans la circulation générale [357], des travaux menés au sein de notre
laboratoire ont montré qu’un préconditionnement des ECFCs par le SDF-1 améliore leurs
capacités proangiogenes [257]. Ces effets qui sont, en partie, tributaires des HSPGs présents a la
surface des cellules sont similaires a ceux que nous avons obsetvés avec 'OPG. Laction
proangiogene de ’OPG diminue fortement aprés inhibition de la voie SDF-1/CXCR4. Le SDF-
1 libéré par ECFCs sous effet de TOPG serait donc capable d’initier un programme d’activation
au sein de ces cellules. De plus, ce SDF-1 est en mesure d’agir sur d’autres types cellulaires, tel est
le cas des cellules endothéliales matures de type HUVECs qui, en sa présence, ont montré des
taux de prolifération et de cicatrisaion beaucoup plus élevés. Ainsi, en plus d’agir sur les
propriétés fonctionnelles des ECFCs, POPG potentialise également leur effet paracrine. Les
ECFCs interviennent dans la revascularisation via leur intégration fonctionnelle aux vaisseaux,
mais aussi et surtout via leurs effets paracrines du fait de leur potentiel sécrétoire élevé. Elles
agissent sur les cellules endothéliales présentes 77 situ sur les sites de vascularisation pour induire

leur activation et participation a la réendothélialisation des vaisseaux 1ésés.

L’implication de TOPG dans le développement tumoral a été suggérée il ya de cela
quelques années. Cette implication a été cependant, résumée a son interaction avec TRAIL et/ou
RANKI.. Dans ce travail, nous avons mis en évidence son action sur la croissance et la
progression tumorale. En plus de sa capacité a induire la migration des cellules tumorales, TOPG
est en mesure de participer au recrutement des cellules progénitrices endothéliales et au
développement d’un réseau vasculaire qui améliore ainsi la croissance de la tumeur primaire et la

dissémination des métastases.

L’induction de la sécrétion du SDF-1 est également une nouvelle fagon via laquelle TOPG
interviendrait dans le développement des tumeurs. En effet, la voie SDF-1/CXCR4 est impliquée
dans la croissance de tumeurs primaires et la formation de métastases. La croissance tumorale est
controlée non seulement par leffet du SDF-1 sur la migration directionnelle des cellules
cancéreuses, mais aussi via son effet sur la prolifération, ’'adhésion et la survie de ces dernicres

[358].
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En conclusion, cette études apporte les preuves nécessaires pour inscrire 'OPG a la

liste croissante de cytokines proangiogenes, et décrit plusieurs éléments contribuant a la
compréhension de son implication dans le processus angiogénique. IOPG agit sur la
différenciation des cellules progénitrices en ECFCs, sur la prolifération, I'adhésion, la migration,

et la survie de ces ECFCs en se liant au SDC-1, en sur-exprimant l'intégrine oyf3;, activant les
voies ERK/Akt/mTOR et en faisant intervenir 'axe SDF-1/CXCRA4.

Cependant, de nombreuses questions méritent d’étre approfondies afin d’établir concrétement

son mécanisme d’action :

= Confirmer I'implication du SDC-1 en testant FOPG sur des cellules sur lesquelles

I’expression du gene codant pour SDC-1 aurait été éteinte (siARN) ;

= Outre le SDC-1, OPG semble intervenir via un autre récepteur qui reste a déterminer,
pour cela il semit intéressant de rechercher I’expression de RANKL par les ECFCs via

d’autres techniques telles que la cytométrie de flux ou 'analyse protéomique.

= Au niveau protéomique, il serait intéressant d’étendre I'analyse sur une gamme de pH plus
large, autre que la gamme 4-7, pour mettre en évidence I'effet de TOPG sur les facteurs a

pHi basique tel est le cas du RANKL par exemple qui possede un pHi de 7.76.

= Comprendre la pertinence physiologique de la liaison de POPG avec le VWF, pourrait

nous aider a lever le mystere sur son récepteur putatif,

= 1l serait également intéressant de creuser le lien entre les propriétés observées et la
surexpression de lintegrine oB3;. D’autant plus que cette intégrine a été décrite pour
interagir avec le SDC-1 pour activer les mémes voies de signalisation que OPG (Akt et
mTOR).

= En fin, Iinteraction OPG et FGF-2 mérite d’étre étudier de plus pres, afin de mettre en
¢évidence les mécnismes impliqués dans leur effet synergique. Ceci serait d’autant plus
important pour leur intervention dans la réparation osseuse. Comprendre I'implication de
ces deux facteurs dans la formation et la vascularisation de I’os, pourrait constituer une
facon d’améliorer l'orientation nouvelle de la médecine régénérative qui consiste a
l'utilisation de progéniteurs endothéliaux circulants afin de favoriser la néoangiogenese
simultanée a la cicatrisation osseuse pour assurer un approvisionnement adéquat en sang

vers les sites des fractures et accélérer la guérison osseuse.
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ANNEXET

OPG et formation de néovaisseaux

Article5: A motif within the N-terminal domain of TSP-1 specifically promotes the
proangiogenic activity of endothelial colony-forming cells. Biochem Pharmacol. 2012 Oct

15;84(8):1014-23.
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ANNEXE 2

OPG et formation de néovaisseaux

200
-
14
55 150-
=
©
c
S 100-
©
2
g
L 50-
B

*%*

CTR

OPG OPG/VWF VWF

Annexe 2 : [association de OPG au VW inbibe les effets de 'OPG sur la migration des ECEFCs in vitro.
Les cellules sont traitées ou non a FOPG seul, an VW seul on associé a 'OPG pendant 24 heures avant d’étre
ensemencées dans des inserts de Boyden et de les laisser migrer vers un milien de base (** p <0,01) ns : non

spécifique.
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ANNEXE 3
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Annexe 3 : I'association de 'OPG au VWF inhibe les effets de POPG sur la tubulogenese des
ECFCs in vitw. Les ECECs sont traitées ou non a I'OPG seul, an VWFE seunl ou associé a 'OPG pendant
24 heures puis ensemencées sur Matrigel pendant 18henres. Les résultats présentent la longuenr des pseudo-tubes
Sformés et sont normalisés par rapport aux ECECs non traitées et exprimeés en moyenne £ SEM de trois
expériences indépendantes (¥* p <0,01, ***p <0,001). ns : non spécifique.
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Résumé :

L’Osteoprotégérine est une cytokine soluble qui joue un role clé dans le métabolisme osseux et
est impliquée dans la réponse immunitaire et 'hématopoiese. Elle est associée a la dysfonction
endothéliale et semble intervenir dans I'angiogenese. Cette cytokine constituerait en fait, un trait
d’union entre le tissu osseux et vasculaire. Son role dans la formation de la matrice osseuse est
aujourd’hui bien élucidé mais son implication dans la vascularisation reste a établir. I’ OPG est
rapidement libérée par I’endothélium dans des conditions inflaimmatoires et est donc en mesure
d’intervenir dans le processus de revascularisation initié par les cellules progénitrices endothéliales
(PECs). Au cours de cette étude, nous avons tenté de comprendre le role joué par cette cytokines
dans la néovascularisation induite 7z vitm, par une sous population de PECs appelées ECFCs
(endothelial colony-forming cells), et sur la formation des néovaisseaux 7z vivo.

Nous avons montré qu’elle agit sur la «souchitude » des cellules CD34+, potentialise les
propriétés proangiogenes des ECFCs 7z witro, et participe au processus angiogénique # vivo.
L’OPG agit sur les ECFCs via le syndécanne-1, inhibe leur adhésion a la matrice extracellulaire,
favorise leur migration et leur tubulogenése via la voie SDF-1/CXCR4, et potentialise leur
adhésion a l'endothélium activé. Les effets observés sont corrélés a la libération du SDF-1, une
activation des voies de signalisation ERK1/2, Akt et mTOR et a une activation de l'intégtine
ayB5 Par ailleurs, nous avons montré que I'OPG potentialise 'effet proangiogene du FGF-2 7n
vivo. Elle participe également au développement tumoral et a la dissémination des métastases,
probablement via I'inhibition de 'apoptose des cellules tumorales, mais aussi par la promotion de

l'angiogenése tumorale.
Abstract :

Osteoprotegerin is a key regulator of bone metabolism involved in the immune response,
hematopoiesis, and endothelial dysfunction. It seems to be implicated in angiogenesis and may
represent a link between bone and vascular system. Although its role in bone is well recognized,
its involvement in vasculature remains to be established.

In inflammatory conditions, OPG is constitutively released by endothelial cells and smooth
muscle cells, and therefore is able to participate in blood vessels formation induced by endothelial
progenitor cells (EPCs). In this study we attempted to determine, 7z vitro the precise role of OPG
in angiogenesis process induced by a subpopulation of EPCs called “endothelial colony-forming
cells” (ECFCs), and on neovessel formation 7z vivo.

We found that OPG causes phenotype changes of ECFCs via the activation of different
molecular pathways targeting cell clonogenicity, differentiation, proliferation, migration and
adhesion. Our results suggest that OPG may interact with ECFCs through its binding to
syndecan-1, to induce an anti-adhesive effect and thereby promoting ECFCs migration through a
SDF-1/CXCR4 dependant pathway and the ERK1/2, Akt and the mTOR pathways activation.
OPG can intetvene on the autocrine effect of ECFCs by inducing their adhesion to activated
endothelium and their tubulogenesis, and potentiate their paracrine effects by inducing SDF-1
release. Alternatively, it can promote ECFCs survival, probably, in a oB; integrin-dependent
manner. In vivo, OPG potentiates FGF-2 proangiogenic effects and may participate in tumour
growth, invasion and metastasis, possibly through inhibition of tumour cell apoptosis but also by

promoting tumour angiogenesis.
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