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Introduction

Introduction
1. L’angiogenése

1.1. Généralités

L’oxygéne est capable de diffuser au travers du corps entier d’espéces animales plus
primitives telles que le Caenorhabditis elegans ou la Drosophilia melanogaster. Cependant,
les vaisseaux sanguins sont apparus au cours de 1’évolution chez les espéces plus complexes,
permettant alors le développement d’organes. Le sang est capable de transporter 1’oxygeéne
des poumons aux cellules et organes distants, via les vaisseaux sanguins et ce systéme est
activé par le cceur qui remplit son réle de pompe. Le systéme cardiovasculaire est le premier
systéme qui apparait chez I’embryon, témoignant de sa grande importance au cours du
développement. De plus, il ne fournit pas seulement I’oxygéne aux tissus mais également les

nutriments et produits catalytiques nécessaires (Carmeliet, 2000).

1.2. Apparition du systéeme vasculaire

Au cours de I’embryogenése, les vaisseaux sanguins apparaissent par vasculogenése et
par angiogenese. La vasculogenese est définie comme la formation du réseau vasculaire
primitif. Les cellules précurseurs dérivées du mésoderme (angioblastes) ou les cellules
endothéliales précurseurs (EPC) se différencient en cellules endothéliales qui s’assemblent en
un réseau vasculaire. Une fois ce plexus formé, de nouvelles cellules endothéliales peuvent
former de nouveaux capillaires par bourgeonnement ou par division a partir du réseau
vasculaire préexistant, c’est ce qu’on appelle I’angiogenése. Finalement, ces nouveaux
vaisseaux sanguins sont recouverts par des cellules murales, les péricytes (PC) et les smooth
muscle cells (SMC) ou cellules musculaires lisses, permettant la stabilisation du réseau
vasculaire (Figure 1).

Apres la naissance, I’angiogenése contribue encore a la croissance des organes. Par
contre, chez 1’adulte, I’angiogenese est quiescente, excepté dans certaines conditions bien
particuliéres comme lors du cycle menstruel, de la réparation tissulaire ou dans le placenta

lors de la grossesse (Carmeliet, 2000; Carmeliet, 2005).
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PC/SMC Vaisseaux lymphatiques
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Figure 1. Développement du systétme vasculaire. Durant la vasculogenese, les cellules endothéliales
progénitrices donnent naissance a un labyrinthe vasculaire primitif d’artéres et de veines; durant I’angiogenéese
subséquente, le réseau s’agrandit, les péricytes (PC) et cellules musculaires lisses (SMC) couvrent les chaines
endothéliales naissantes et un réseau vasculaire mature apparait. D’aprés (Carmeliet, 2005).

1.3. Développement du systeme vasculaire

L’angiogenése, qui est donc le processus de formation et de remodelage du réseau
vasculaire primitif en un systeme vasculaire complexe, peut se dérouler selon trois
mécanismes différents. Les vaisseaux sanguins peuvent en effet se former par
bourgeonnement (sprouting), par élargissement et séparation des vaisseaux sanguins déja
formés (intussusception) ou encore par septation formée par les cellules poussant a I’intérieur

des vaisseaux afin de créer des canaux vasculaires séparés (bridging) (Figure 2) (Carmeliet,

2000).
U Figure 2. Mécanismes d’angiogenése. Le remodelage

Sprouting du réseau vasculaire primitif a lieu au cours de

- I’angiogenése qui impliqgue le bourgeonnement

Q i @ _\: O (sprouting), I’élargissement et séparation des vaisseaux

. N Bridging A OO sanguins déja formés (intussusception) og la geptatlon

Vaisseau Vaisseaux formée par les cellules poussant a I’intérieur des

mére 2 filles vaisseaux afin de créer des canaux vasculaires séparés
(bridging). D’aprés (Carmeliet, 2000).

Intussusception
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1.4. Mécanismes moléculaires des différentes étapes de I’angiogeneése

L’angiogenése bourgeonnante est de loin le mécanisme le plus étudié. Le vascular
endothelial growth factor (VEGF) est le facteur clé impliqué dans la plupart des événements
morphogénétiques lors de I’angiogenese et controle la migration, la prolifération et la survie
des cellules endothéliales (Affolter et al., 2009). Il répond & plusieurs stimuli dont I’hypoxie
ressentie par un tissu lorsqu’il se développe au-dela de la limite de diffusion de 1’oxygene. La
formation de nouveaux vaisseaux sanguins est alors activée via I’induction du facteur de
transcription inductible par I’hypoxie HIF-1. HIF-1 active, dans le noyau, I’expression de plus
de 60 génes liés & I’adaptation aux conditions hypoxiques par liaison d’éléments de réponse a
I’hypoxie (HRE) au niveau de leur promoteur, dont le VEGF. La production de VEGF est
également stimulée par des forces mécaniques (shear stress) ou par des médiateurs
inflammatoires tels que 1’interleukine-1a (IL-1a) ou le transforming crowth factor g (TGF-

B) (Milkiewicz et al., 2006). L’angiogenése bourgeonnante est caractérisée par plusieurs

étapes (Figure 3).
A. Initiation B. Invasion C Bourgeonnement D. Allongement du bourgeon

e e e

[ o ]

E. Fusion F. Perfusion & oxygénation G. Maturation & stabilisation G. Qu|escence
[ o o —————— — -] [ o ————— —, — [ o ————— ——— —

NN

[Ccellules [ Cellules  [[] Cellules  [[JECM [] Péricytes
“tip” “stalk” “phalanx”

Figure 3. Formation de nouveaux vaisseaux. A. Réponse a I’hypoxie; les cellules non vascularisées déposent
du VEGF dans un gradient. B. La cellule endothéliale exposée a la plus haute concentration en VEGF est
sélectionnée pour devenir une cellule « tip ». C. La cellule « tip » dirige le bourgeonnement au premier plan et
envahit le tissu environnant par extension de nombreuses filopodia. D. Le bourgeon s’allonge par prolifération
des cellules endothéliales « stalk » trainant derriére la cellule « tip ». E. La nouvelle branche se connecte a une
autre branche via la fusion des cellules « tip ». F. La formation du lumen vasculaire permet I’initiation du flux
sanguin et, en retour, I’oxygénation du tissu qui réduit le niveau de VEGF. G. La maturation et la stabilisation du
plexus naissant dépend du recrutement des PC et du dépdt de la matrice extracellulaire. H. Dans le réseau
vasculaire établi, les cellules endothéliales adoptent un phénotype quiescent de type «phalanx ». D’aprés
(Carmeliet et al., 2009).



Introduction

1) Suite au stimulus angiogene, la premiere étape est marquée par une augmentation
de la perméabilité vasculaire, dépendante de 1’oxyde nitrique (NO) en réponse au VEGF.
Cette augmentation de la perméabilité est médiée notamment par la formation de
fenestrations, d’organelles vésiculo-vacuolaires et par une perte des contacts entre cellules
endothéliales due a une redistribution des molécules d’adhésion telles que PECAM-1
(Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule) et VE (Vascular Endothelial)-cadhérine. On
observe en effet une dissolution des jonctions adhéerentes, formées par des interactions
extracellulaires homophiles entre les VE-cadhérines avec une stabilisation intracellulaire par
le cytosquelette d’actine via des interactions avec la [-caténine et 1’a-caténine.
L’extravasation des protéines du plasma permet alors le dépdt d’une structure provisoire sur
laquelle les cellules endothéliales activées vont pouvoir migrer. La perméabilité vasculaire est
également favorisée par 1’angiopoiétine 2 (Ang2), un antagoniste de 1’angiopoiétine 1 (Angl)
sur le récepteur Tie-2. L’Ang2 déstabilise les vaisseaux, détruit le support cellulaire péri-
endothélial et induit le détachement de la matrice permettant aux cellules endothéliales
activées de migrer (Ferrero et al., 1996; Eliceiri et al., 1999; Conway et al., 2001; Dejana et
al., 2008).

2) Ensuite, la dégradation de la matrice extracellulaire et de la membrane basale
environnante est une étape nécessaire a I’invasion des cellules endothéliales. Les
métalloprotéinases de la matrice (MMP), protéases dependantes du zinc, I’activateur du
plasminogéne de type urokinase (UPA) ainsi que plusieurs autres protéinases sont des
protéines impliquées dans la dégradation de la matrice et dans I’activation ou la libération de
facteurs de croissance, séquestrés a I’intérieur de la matrice (Coussens et al., 1999; Carmeliet,
2000; De Smet et al., 2009).

3) Les cellules endothéliales proliférent et migrent vers le stimulus angiogéne. Une
sous-population des cellules endothéliales va alors étre sélectionnée pour bourgeonner et
acquérir un phénotype particulier permettant la migration. Ces cellules endothéliales sont les
cellules « tip » qui sont localisées a 1’extrémité du vaisseau bourgeonnant et caractérisées par
des extensions filopodiales qui sont des projections cytoplasmiques contenant des filaments
d’actine. Ce sont elles qui dirigent la croissance du bourgeon vers le stimulus angiogene
(Adams et al., 2007). Alors que les cellules « tip » migrent, guidées par un gradient en VEGF,
la prolifération des autres cellules du vaisseau bourgeonnant ou cellules « stalk » est activée

par la concentration en VEGF et permet 1’élongation du nouveau vaisseau en formation. Ce
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mécanisme repose sur une communication cellulaire via la voie DII4/Notch. En effet, le
VEGF induit I’expression de DIl4 (Delta like ligand 4) dans les cellules «tip » qui lie le
récepteur Notchl sur les cellules adjacentes ou cellules «stalk ». Ainsi, ’expression du
récepteur au VEGF, le VEGFR?2, est réduite, ce qui supprime le phénotype cellule « tip ». Le
phénotype cellule « stalk » est alors spontanément induit (Figure 4) (Affolter et al., 2009; De
Smet et al., 2009; Kume, 2009).

VEGF

Figure 4. Induction des cellules « tip » et cellules « stalk ». Au
cours de I’angiogenése, la voie de signalisation du VEGF
détermine la formation de bourgeons angiogénes et contr6le
I’identité de la cellule «tip » (orange) et des cellules « stalk »
(rose) via la signalisation Delta-Notch. D’apres (Affolter et al.,
2009).

4) Pour former de nouvelles connections vasculaires, les cellules «tip » doivent
supprimer leur comportement de motilit¢ lorsqu’elles rencontrent les extrémités d’autres
bourgeons ou des capillaires existants. Des jonctions entre cellules endothéliales sont alors
formées a ces points de rencontre (Adams et al., 2007). Ensuite, 1’établissement du flux
sanguin requiert la formation du lumen par canalisation intracellulaire (fusions des vésicules
cytoplasmiques) ou intercellulaire (apposition des membranes de deux cellules différentes)
(Milkiewicz et al., 2006). Différentes intégrines ainsi que les MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) sont impliquées dans la formation du lumen (Bayless et al., 2000; Yang et
al., 2004).

5) Le processus angiogéne s’achéve par la maturation et la stabilisation du réseau
vasculaire. Cette étape cruciale consiste en un recouvrement vasculaire par les cellules
murales afin de stabiliser les vaisseaux nouvellement formés. Ces cellules murales sont

subdivisées en cellules musculaires lisses (SMC) et péricytes (PC) en fonction de leur densité,

-5-
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morphologie, localisation et des marqueurs qu’elles expriment. Les SMC sont associees aux
arteres et veines alors que les PC sont associés avec les vaisseaux sanguins de plus faible
diametre (artérioles, capillaires et vénules) (Gaengel et al., 2009).

Le premier facteur impliqué dans le recrutement de ces cellules murales est le platelet-
derived growth factor subunit B (PDGF-B). Le PDGF-B, secrété par les cellules
endothéliales, est retenu proche de ces dernieres par son motif de rétention cardoxy-terminal
lié a certains protéoglycans de la matrice extracellulaire. Les PC qui expriment le récepteur au
PDGF-B sont alors recrutés (Lindblom et al., 2003). L’Angl, exprimé par les SMC et les PC,
est un facteur qui favorise la stabilisation des nouveaux capillaires en liant son récepteur a
tyrosine kinase spécifique des cellules endothéliales Tie-2. Cette interaction peut étre contree
par I’Ang2. Le lipide sphingosine 1-phosphate (S1P) extracellulaire semble également jouer
un réle prépondérant dans la maturation vasculaire. Il active et relocalise la molécule
d’adhésion N-cadhérine, connue pour connecter les cellules endothéliales avec les PC (Paik et
al., 2004; Gaengel et al., 2009). Notch3 est requis pour la maturation des SMC artérielles
(Domenga et al., 2004). Enfin, le TGF-B via I’activation de ces deux récepteurs ALK-1 et
ALK-5 régule également la maturation des vaisseaux sanguins (Goumans et al., 2002).

Apres ce recouvrement par les cellules murales, une membrane basale est produite par
les cellules endothéliales avec 1’aide des cellules environnantes qui fournissent un support
structural et maintiennent la quiescence des cellules endothéliales. Une fois la formation du
vaisseau terminée, le flux sanguin ameéne au vaisseau nouvellement formé de I’oxygene qui
résulte en une diminution du niveau de VEGF. Ceci a pour effet de terminer le processus
d’angiogenése (Chung et al., 2010).

1.5. Reégulation de I’angiogenése

L’angiogenése est un processus complexe finement régulé par une balance entre des
facteurs de stimulation ou pro-angiogenes et des facteurs d’inhibition ou anti-angiogéenes
(Bergers et al., 2003). Un exceés de facteurs anti-angiogénes permet de maintenir une
angiogenése quiescente. Lorsque la balance s’inverse, le switch angiogene a lieu et cet exces

de facteurs pro-angiogénes active I’angiogenése (Figure 5) (Hanahan et al., 1996).
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Angiogenese:

. <— Active

%)

<«— Quiescente

Activateurs @ Inhibiteurs
aFGF Thrombospondine 1
bFGF Prolactine 16K

VEGF Interférons o et B
. Facteur plaquettaire 4
Angiostatine

Figure 5. La balance angiogéne. L’angiogenése est controlée par différents facteurs activateurs et inhibiteurs
dont certains sont listés ci-dessus. D’aprés (Hanahan et al., 1996).

Parmi les facteurs de stimulation, dont certains ont été cités dans les mécanismes
moléculaires liés a 1’angiogenése, on retrouve principalement les différents membres de la
famille du VEGF et leurs récepteurs, les aFGF et bFGF (acidic and basic fibroblast growth
factors), les PDGF, les angiopoiétines et leur récepteur Tie-2 ou encore le TGF-B et les MMP
(Conway et al., 2001).

Les inhibiteurs endogeénes de I’angiogenese sont, pour la plupart, des fragments issus
de la dégradation de la matrice. C’est le cas de la thrombospondine-1 (TSP-1), une protéine
de liaison a I’héparine qui inhibe la migration et la prolifération des cellules endothéliales et
peut induire leur apoptose mais aussi déstabiliser les contacts entre cellules endothéliales.
L’endostatine, fragment C-terminal de 20kDa du collagéne de type XVIII possédant un motif
Arg-Gly-Asp (RGD) capable de se lier aux intégrines-f1 et a I’héparine présentes a la surface
des cellules endothéliales. Elle interfere ainsi avec la migration, la prolifération, les
interactions cellulaires mais aussi avec I’activation des MMP et induit 1’apoptose. Mais,
certains inhibiteurs de 1’angiogenése ne sont pas issus de la matrice extracellulaire.
L’ angiostatine, par exemple, est un produit de clivage du plasminogéne de 38 kDa qui cible
les cellules endothéliales pour empécher principalement leur migration et leur prolifération
(Nyberg et al., 2005; Ribatti, 2009). Les fragments N-terminaux de 16 kDa de la prolactine et
de ’hormone de croissance possédent des propriétés anti-angiogenes (Struman et al., 1999).
Le fragment de 16 kDa de la prolactine sera développé plus en détail au point 2.1.6.

Une nouvelle catégorie de régulateurs de 1’angiogenese est apparue il y a quelques

années, il s’agit des microARN (miARN) aussi appelés les angiomiR. Ce sont de petits ARN
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(environ 22 nucléotides) simple brin non-codants, hautement conserves, qui régulent
négativement 1’expression des génes de fagon post-transcriptionnelle. Plusieurs miARN sont
décrits pour étre impliqués dans I’angiogenése. Parmi eux, on retrouve miR-126, let-7f ou
miR-27b qui favorisent le processus d’angiogenése alors que miR-221/222, miR-15b ou miR-
16 tendent plut6t a I’inhiber (Wang et al., 2009). Les miARN impliqués dans 1’angiogenése

seront détaillés au point 4.

1.6. Pathologies liées a un défaut d’angiogenése

Cet équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogénes permettant de maintenir une
angiogenése quiescente est fréqguemment soumis a des dérégulations. L’angiogenese est
impliquée aujourd’hui dans plusieurs dizaines de pathologies différentes résultant d’un

manque d’angiogenése ou au contraire d’une angiogenése excessive (Carmeliet, 2005).

1.6.1. Angiogenése excessive

Les pathologies résultant d’une activation du switch angiogene sont principalement
d’ordre malin (cancer), oculaire ou inflammatoire (Carmeliet, 2005). L’angiogenése est
activée dans le cadre du cancer afin de d’apporter 1’0xygéne et les nutriments nécessaires au
développement tumoral (Bergers et al., 2003). Elle peut également mener a la cécité dans la
plupart des maladies oculaires liées a un excés d’angiogenése. Parmi ces pathologies, on
retrouve la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) qui est la cause premiére de cécité
dans le monde (Park et al., 2012). Enfin, I’angiogenése peut contribuer au processus
inflammatoire lié a certaines maladies comme 1’arthrite thumatoide ou des maladies auto-
immunes systémiques (Szekanecz et al., 2007). Au vu du role central tenu par le VEGF dans
I’activation de 1’angiogenese, qu’elle soit tumorale ou pathologique, les thérapies contre
I’angiogenése ont, jusqu’a présent, principalement visé le VEGF. Méme si dans le cas de la
DMLA, la thérapie anti-VEGF a I’aide d’anticorps bloquants, empéche la perte de vision chez
les patients traités et améliore leur acuité visuelle (Rosenfeld et al., 2006), elle n’a pas le
succes escompté, notamment dans le traitement du cancer face au probléme des mécanismes
de résistance développés par les tumeurs (Bergers et al., 2008). De nombreuses études sont
toujours en cours afin d’étudier plus en détail les mécanismes impliqués dans toutes ces

pathologies afin de trouver des traitements plus ciblés.
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1.6.2. Angiogenese insuffisante

A Dinverse, il arrive que le switch angiogéne soit insuffisant et cause un
dysfonctionnement au niveau des cellules endothéliales ainsi qu’une malformation ou une
régression vasculaire. Il en découle des désordres tels que la pré-éclampsie. La pré-éclampsie
est une maladie touchant environ 5% des femmes dans la seconde moitié de leur grossesse et
caractérisee par de I’hypertension artérielle et une protéinurie (présence de protéines dans
I’urine). Méme si ’étiologie de la maladie n’est pas encore claire a I’heure actuelle, il semble
qu’une diminution placentaire du niveau de VEGF et consécutivement du NO contribue a une
angiogenése placentaire défectueuse, a de I’hypertension, a de la protéinurie ainsi qu’a une
réduction du poids du feetus, caractéristiques de la pré-éclampsie (Vatish et al., 2006). De
plus, une augmentation du niveau du fragment de 16 kDa de la prolactine a été mise en
évidence dans le sérum, l’urine et le liquide amniotique des femmes atteintes de pré-
éclampsie. De méme, une élévation des niveaux circulants de deux autres facteurs anti-
angiogenes chez la mere, sFltl (soluble fms-like tyrosine kinase-1) et sEng (soluble endoglin)
est observée. Cette augmentation de sFItl et SEng est associée a une diminution du niveau de
VEGF et de PIGF (placental growth factor) menant a un dysfonctionnement des cellules
endothéliales lors de la pré-éclampsie (Maynard et al., 2011). Plus récemment encore,
I’endothéline-1 a été montrée pour étre le facteur commun en aval de toutes les voies de
signalisation impliquées dans la pathophysiologie de la pré-éclampsie et ouvre donc une

nouvelle voie de recherche en thérapeutique (George et al., 2012).
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2. Famille de la prolactine

2.1. Prolactine
2.1.1. Généralités

La prolactine (PRL), découverte il y a 80 ans, est une hormone apparentée a 1’hormone
de croissance (GH), au variant de 1’hormone de croissance (GH-V) ainsi qu’au lactogéne
placentaire (PL). On leur reconnait des similarités fonctionnelles mais également structurelles
dont les genes résultent probablement d’un gene ancestral commun (Sinha, 1995). Plus
récemment, des protéines nouvellement identifiées telles que la proliférine, les proliferin
related-proteins, la somatolactine et d’autres protéines apparentées a la PRL ont été ajoutées a
la famille PRL/GH/PL, au vu de leurs similarités de séquence (Goffin et al., 2005).

La PRL est principalement synthétisée et sécrétée par les cellules de la glande
pituitaire antérieure ou partie antérieure de 1’hypophyse, qu’on appelle les cellules lactotropes
(Freeman et al., 2000). Toutefois, de nombreux sites extra-pituitaires sont également décrits
pour produire de la PRL tels que le placenta, I’utérus, les glandes mammaires, le cerveau ou

I’endothélium, parmi tant d’autres (Corbacho et al., 2000; Freeman et al., 2000).

2.1.2. Structure de la prolactine

Chez ’homme et la plupart des mammiferes, 1a PRL est d’abord produite sous forme
d’une pré-hormone composee de 227 acides aminés (aa). L’hormone mature est obtenue apres
le clivage protéolytique de la séquence signal de 28 aa située a I’extrémité amino-terminale de
cette pré-hormone. La PRL contient donc 199 aa et possede une masse moléculaire de 23
kDa. De plus, elle contient 3 ponts disulfure intramoléculaires formés entre les résidus
cystéines 4-11, 58-174 et 191-199. Plusieurs variants de la PRL résultent de modifications
post-transcriptionnelles telles que la glycosylation, la phosphorylation, la sulfatation, la
déamination, la multimérisation et les clivages protéolytiques (Sinha, 1995; Bole-Feysot et
al., 1998).

Le corps de la structure tertiaire de la PRL est constitué de 4 hélices a. Ces hélices
sont groupées en deux paires anti-paralleles hélicel/héliced et hélice2/hélice3 (Figure 6)
(Teilum et al., 2005).

-10-
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D’aprés (Teilum et al., 2005).
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2.1.3. Fonctions biologiques de la prolactine

Initialement découverte comme étant I’hormone de stimulation du développement de
la glande mammaire et de la lactation, on attribue aujourd’hui a la PRL plus de 300 fonctions,
classées en différents groupes tels que 1’osmorégulation, la croissance et le développement, le
cerveau et le comportement, 1’endocrinologie et le métabolisme, la reproduction et la
régulation immunitaire (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).

Plus que dans le processus de lactation, la PRL est aujourd’hui reconnue pour étre
impliquée dans le comportement de la mere envers son enfant. A peu prés tous les
mammiferes montrent une attention maternelle a leur jeune progéniture immeédiatement apres
I’accouchement. Depuis plusieurs années, il est connu que la bromocriptine, inhibiteur de la
sécrétion de PRL, perturbe I’attention portée par des rats femelles a leur progéniture
notamment au niveau du léchage du corps alors que I’administration de PRL rétablit ce
comportement (Bridges et al., 1990; Melo et al., 2009).

La PRL intervient également dans la fertilité ainsi que dans le développement et la
fonction du corps jaune, dans la fonction du pancréas en augmentant la sécrétion de I’insuline,
dans I’induction de réponses comportementales d’adaptation au stress et présente des effets
analgésiques. La PRL semble favoriser I’'immunité en induisant la production de certains
anticorps ou du récepteur a I’I[L-2 par exemple (Bole-Feysot et al., 1998). De plus, la
prolactine peut, dans certaines conditions, réguler I’angiogené¢se. Par exemple, la prolactine
stimule la formation de nouveaux capillaires a partir de capillaires en quiescence dans le
modeéle de la membrane chorio-allantoidienne de poulet ou chick chorioallantoic membrane

(CAM) de poulet alors qu’elle n’a pas d’effet sur des vaisseaux en croissance (Struman et al.,
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1999; Corbacho et al., 2002). Ces effets ne sont que quelques exemples parmi tant d’autres.
Toutefois, ils permettent de comprendre a quel point la PRL est impliquée dans des processus

biologiques extrémement nombreux et variés.

2.1.4. Mécanisme d’action de la prolactine

L’étape initiale du mécanisme d’action de la PRL est sa liaison a son récepteur
(PRLR). 1l s’agit d’un récepteur appartenant a la famille des récepteurs aux cytokines
comprenant un domaine de liaison extracellulaire, un domaine transmembranaire hydrophobe
et un domaine cytoplasmique. L’activation du récepteur suite a la liaison de la PRL est
séquentielle et méne a I’homodimérisation du récepteur (Figure 7). Une fois le complexe actif
composé d’une molécule de PRL et d’un récepteur homodimérique formé, le PRLR déclenche
plusieurs cascades de signalisation intracellulaire. Comme tous les récepteurs a cytokines, il
manque une activité enzymatique intrinseque au PRLR. C’est pourquoi, il induit ses effets via
une série de kinases associées JAK (janus kinase), qui a leur tour activent des effecteurs en
aval. A c6té de la voie majeure de signalisation JAK/STAT (signal transducer and activator
of transcription), la signalisation du PRLR implique également la voie des MAPK (mitogen-
activated protein kinase) ou les protéines tyrosine kinases Src. Ce récepteur est exprimé de
facon ubiquiste mais selon le type cellulaire, le niveau d’expression peut varier de 200 a 3000
récepteurs/cellule (Bole-Feysot et al., 1998; Goffin et al., 2002).

Dimérisation induite par Phosphorylation des Jak
liaison du ligand et PRLR
Etape 1 Etape 2 Etape 3 H
Domaine !m l Di I lm D1 i ID1 i D1
extracellulaire :
!D?' 021 [02 Dzi ID2_I DZ]
sz!mtl ( lJakz .Jakzémnaml Jak2 Jakztsonnsoﬂ‘.lau
a Box1 ox1 Bo
| | 0O O o
Y Y YilY 2 |
Domaine Y Y YRy YRR
intracellulai
Intracellulaire ¥ v Al o vily

Figure 7. Mécanisme d’activation du récepteur de la PRL. D’abord, le site de liaison 1 de la PRL interagit
avec une molécule PRLR (étape 1). Le domaine extracellulaire de tous les PRLR est constitué des sous-
domaines D1 et D2. La formation initiale du complexe homo-récepteur induit I’interaction du site de liaison 2 de
la méme molécule PRL avec un deuxiéme PRLR (étape 2). Cette dimérisation est nécessaire pour 1’activation
des kinases a tyrosine Jak2, associées de fagon constitutive avec le domaine intracellulaire des PRLR. Les
kinases Jak2 se trans-phosphorylent 1’une ’autre (étape 2) et phosphorylent les résidus tyrosine (Y) du PRLR
(étape 3). D’apres (Freeman et al., 2000).
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2.1.5. Régulation de la production de prolactine

La sécrétion de PRL est régulée de facon positive ou négative par un trés grand
nombre de facteurs. Ces facteurs peuvent agir sur I’hypothalamus qui contrdle la sécrétion de
la PRL par I’hypophyse, ou agir directement sur I’hypophyse. Parmi tous ces facteurs, on
retrouve 1’angiotensine II, le glutamate ou I’hormone thyréotrope qui diminuent la sécrétion
de PRL et a I’inverse, les oestrogénes, 1’histamine et la sérotonine notamment qui favorisent
la sécrétion de la PRL (Freeman et al., 2000).

Toutefois, la régulation majeure de la production de PRL et de la prolifération des
cellules lactotropes qui la produisent se fait par la dopamine, produite par I’hypothalamus et
agissant sur les récepteurs D2 de la dopamine (D2R). Les souris déficientes en récepteur D2R
développent en effet des hyperprolactinémies (taux de prolactine supérieur a 25 ng/ml), des
prolactinomes (tumeur de I’hypophyse résultant en un excés de prolactine) ou une hyperplasie
lactotrope hypophysaire. Ces données confirment un réle important tenu par la dopamine et
son récepteur D2R dans la régulation physiologique de la sécrétion de la PRL mais également
dans la prolifération des cellules lactotropes (Kelly et al., 1997; Asa et al., 1999).

De plus, la PRL elle-méme, via I’activation de son récepteur PRLR, active la
production de dopamine au niveau de I’hypothalamus dans une boucle de rétro-action
(Freeman et al., 2000). L’absence de PRLR chez la souris induit également une
hyperprolactinémie et des prolactinomes. La PRL joue donc un r6le important dans la
régulation de sa propre sécrétion ainsi que dans la régulation de la prolifération des cellules
lactotropes. Elle peut agir de fagon indirecte sur les neurones a dopamine de 1’hyphothalamus
mais il est montré qu’elle peut également agir de fagon directe sur I’hypophyse de facon

indépendante a la dopamine (Schuff et al., 2002).

2.1.6. Fragment 16K de la prolactine
2.1.6.1. Clivage de la prolactine

Parmi les modifications post-transcriptionnelles majeures que subit la PRL, un clivage
par des enzymes protéolytiques peut donner naissance a des fragments qui sont
biologiquement actifs. Ce clivage de la PRL a d’abord été mis en évidence dans des extraits
hypophysaires de rat, puis plus tard, au niveau de I’hypophyse chez la souris ainsi que chez
I’homme (Sinha, 1995). Le clivage de la PRL de rat par la protéase acide cathepsine D libére

deux fragments N-terminal et C-terminal de 16 kDa et 8 kDa, respectivement, apres réduction
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du pont disulfure reliant les deux fragments (Figure 8) (Baldocchi et al., 1993). Chez
I’homme, le clivage de la PRL par la cathepsine D se fait avec une plus faible efficacité que
chez le rat. Cette protéolyse de la PRL humaine génére 3 fragments apparentés au fragment de
16 kDA de la PRL correspondants aux acides aminés suivants: 1-132 (15 kDa), 1-147 (16,5
kDa) et 1-150 (17 kDa) (Piwnica et al., 2004).

16K PRL
Y145
Cﬁtlle}) sine D NH; Re(luctlon
N H 2 S
COOH

6K PRL

COOH

Figure 8. Production de PRL 16K. Le clivage de la PRL de rat par la cathepsine D libére deux fragments de
16 kDa N-terminal et de 6 kDa C-terminal, aprés réduction du pont disulfure. D’aprés (Sinha, 1995).

Le clivage de la PRL en son fragment de 16 kDa a €té observé dans le tissu d’origine
de la PRL comme la partie antéricure de I’hypophyse ou le cerveau ainsi qu’au niveau de sites
ciblés comme la glande mammaire. Il est désormais montré que la cathepsine D peut étre
sécrétée a partir de cellules épithéliales mammaires de rates allaitantes et qu’elle peut cliver la
PRL en son fragment de 16 kDa a pH physiologique (Lkhider et al., 2004). Pour expliquer ce
clivage a pH physiologique, Piwnica et ses collaborateurs proposent, comme nouveau
meécanisme, I’intervention de pompes a protons qui assurent une sécrétion acide locale,
nécessaire a I’activité protéolytique la cathepsine D (Piwnica et al., 2006).

Il a également été montré que les MMP produites et sécrétées par les chondrocytes
sont elles aussi capable de générer de la PRL 16K biologiquement fonctionnelle a partir de la
forme entiére de la PRL (Macotela et al., 2006).

2.1.6.2. Activités anti-angiogenes de la PRL 16K

En 1991, Ferrara a mis en évidence pour la premiere fois un réle anti-angiogene de la
PRL 16K. Il a en effet montré que la PRL 16K de rat inhibait spécifiquement la prolifération
induite par le bFGF des brain bovine capillary endothelial cells (BBCE) spécifiquement et de
facon dose-dépendante. De plus, I’action de la PRL 16K ne semble pas faire intervenir le

récepteur PRLR, puisque la forme entiére de celle-ci est, elle, inactive (Ferrara et al., 1991).
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Afin de déterminer si la PRL 16K posséde un récepteur spécifique, sa liaison a la
membrane des cellules BBCE fut caractérisée. Ainsi, un site de liaison spécifique, de haute
affinite et saturable fut identifié (Clapp et al., 1992). Des données beaucoup plus récentes
présentent I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene (PAI-1) comme le partenaire de
liaison de la PRL 16K. Cette derniére forme en effet un complexe a la surface de la membrane
cellulaire avec PAI-1, I’activateur du plasminogéne de type urokinase (UPA) et le récepteur de
I’uPA (UPAR) qui permettrait de médier son action anti-angiogene in vitro et in vivo (Bajou et
al., in revision).

Plus généralement, il a été montré que tous les fragments N-terminaux des membres
de la famille de la PRL et de la GH humaines présentent des activités anti-angiogénes alors

que les formes entiéres de ces protéines sont au contraire angiogenes (Struman et al., 1999).

2.1.6.3. Effetsinvitro de la PRL 16K

Méme si les mécanismes moléculaires impliqués dans 1’action de la PRL 16K ne sont
pas encore complétement élucidés, il est clair que la PRL 16K inhibe des processus essentiels
a ’angiogenese via un effet direct sur les cellules endothéliales (Figure 9). Dans le but de
mieux caractériser les propriétés anti-angiogenes de la PRL 16K, la protéine humaine
recombinante fut produite (hPRL 16K).

La hPRL 16K interfére avec la prolifération des cellules endothéliales induite par le
bFGF et le VEGF (Clapp et al., 1993). Pour ce faire, la hPRL 16K inhibe la phosphorylation
induite par le VEGF et le bFGF et I’activation des MAPK p42 et p44 (D'Angelo et al., 1995)
en empéchant ainsi I’induction de la protéine Ras dans le voie de signalisation (D'Angelo et
al., 1999). De plus, la hPRL 16K provoque I’arrét du cycle cellulaire endothélial aux phases
GO0-G1 et G2-M (Tabruyn et al., 2005).

Le deuxiéme mécanisme utilisé par la hPRL 16K pour inhiber I’angiogenése est
I’activation de 1’apoptose. Elle est capable d’induire un programme de mort cellulaire dans
les cellules endothéliales par activation des caspases 1 et 3 et induction de la fragmentation de
I’ADN (Martini et al., 2000). Cette induction de I’apoptose par la hPRL 16K a lieu via
I’activation du facteur NF-kB, nécessaire a 1’activation des caspases 8 et 9, et
consécutivement de la caspase 3 (Tabruyn et al., 2003).

Ensuite, la hPRL 16K interfere avec le processus de migration cellulaire, nécessaire a
I’angiogenese. Elle inhibe la migration des cellules endothéliales en interagissant avec la voie
Ras-Tiam1-Racl-Pakl (Lee et al., 2007).
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Un autre processus impliqué dans I’action anti-angiogéne de la hPRL 16K est
I’inhibition de la vasodilatation. La hPRL 16K empéche I’activation de I’oxyde nitrique
synthétase endothéliale (eNOS) dépendante de la mobilisation intracellulaire en calcium et par
consequent, bloque la production NO dans les cellules endothéliales (Gonzalez et al., 2004).
La hPRL 16K peut également réduire la production de NO via I’inhibition de 1’oxyde nitrique
synthétase inductible (iNOS) dans les cellules endothéliales en interférant sur la voie p38
MAPK/STAT1/IRF-1 (interferon regulatory factor-1) (Lee et al., 2005).

De plus, une étude transcriptomique par microarray fut réalisée afin d’identifier de
nouveaux genes cibles de la hPRL 16K. Cette analyse a confirmé le role central tenu par le
facteur NF-xB et a permis de déterminer une nouvelle fonction de la hPRL 16K dans
I’inflammation ainsi que dans 1’adhésion cellulaire. De fait, la hPRL 16K augmente le
recrutement des leucocytes au niveau des cellules endothéliales par augmentation des
molécules d’adhésion sur ces derniéres (Tabruyn et al., 2007). De plus, le géne Sproutyl
(SPRY1), issu de cette analyse transcriptomique, a été confirmé pour étre induit
spécifiqguement dans les cellules endothéliales par la hPRL 16K. SPRY1 possede également
des propriétés anti-angiogénes et permettrait d’expliquer, du moins partiellement, les effets
négatifs de la hPRL 16K sur I’angiogenése (Sabatel et al., 2010).

Enfin, la hPRL 16K perturbe également la voie de signalisation Delta/Notch en diminuant
I’expression de geénes comme DII4, Notch4 ou éphrine-B2 dans les cellules endothéliales.
Ceci résulte en une diminution du recrutement des péricytes et donc en I’inhibition de la
maturation des vaisseaux (Nguyen et al., 2011).

Notre laboratoire a pu identifier une séquence de 14 aa dans les différents fragments de 16
kDa de la famille PRL/GH, présentant les caractéristiques d’un peptide oblique. Les peptides
obliques de la PRL et de la GH permettent d’induire 1’apoptose des cellules endothéliales,
d’inhiber leur prolifération et d’inhiber la formation de capillaires. Leurs effets anti-
angiogeénes sont supprimeés par altération de leur gradient d’hydrophobicité (Nguyen et al.,
2006).
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Figure 9. Résumé des actions anti-angiogénes de la PRL 16K in vitro. La PRL 16K inhibe la prolifération des
cellules endothéliales en empéchant I’activation des MAPK. L’inhibition de la migration des cellules
endothéliales par la PRL 16K requiert la voie Ras-Tiam-Rac-Pak alors que I’induction de ’apoptose a lieu via
I’activation de caspases dépendante de NF-kB. Le blocage d’eNOS par la PRL 16K inhibe la vasodilatation. La
PRL 16K, via I’induction de I’expression d’ICAM-1, VCAM-1 et de la sélectine E, accroit les interactions entre
leucocytes et cellules endothéliales. PRL prolactine; MAPK mitogen-activated protein kinase; NF-kB nuclear
factor kappa beta; eNOS endothelial oxide synthase; ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1; VCAM-1
vascular cell adhesion molecule 1. D’aprées (Hilfiker-Kleiner et al., 2012).

2.1.6.4. Effetsin vivo de la PRL 16K

Un premier résultat a montré que la PRL 16K inhibe la formation de capillaires dans le
modeéle de CAM (chick chorioallantoic membrane) (Clapp et al., 1993). Depuis lors, le
potentiel thérapeutique de la PRL 16K a été étudié et mis en évidence dans de nombreux

autres modeles.

2.1.6.4.1. Effet thérapeutique en modeles tumoraux

Le potentiel thérapeutique de la PRL 16K a été évalué dans différents modéles murins
tumoraux. La PRL 16K s’est avérée étre efficace dans la réduction de la croissance tumorale
de cellules tumorales de colon humaines (HCT116) (Bentzien et al., 2001), de cellules
cancéreuses prostatiqgues DU145 et PC-3 (Kim et al., 2003) et de cellules tumorales de

mélanome murin B16F10 (Nguyen et al., 2007). De plus, il a été montré que la PRL 16K
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réduit I’angiogenése tumorale in vivo. Toujours dans le modele de melanome murin, il a été
montré que cette réduction de la croissance tumorale par la PRL 16K est associée a une
réduction de la taille et de la perfusion des vaisseaux sanguins tumoraux mais également a
une diminution du recouvrement vasculaire par les péricytes (Nguyen et al., 2007; Kinet et
al., 2009; Nguyen et al., 2011). De plus, la PRL 16K empéche 1’établissement de métastases
pulmonaires de cellules B16F10 injecteées chez la souris dans la circulation (Nguyen et al.,
2007). Il semble que la fonction de la PRL 16K dans I’immunité et 1’adhésion cellulaire
intervienne également in vivo. En effet, il a été montré que la PRL 16K augmente le niveau
d’infiltration des leucocytes au niveau d’un mélanome murin (Tabruyn et al., 2007). Enfin, il
a été montré que la PRL 16K n’est plus capable de médier ses effets anti-angiogénes sur le
développement tumoral dans des souris déficientes en PAI-1, son partenaire de liaison (Bajou

et al., in revision).

2.1.6.4.2. Effet thérapeutique en modéles d’angiogenése pathologique et de thrombose

Le potentiel thérapeutique de la PRL 16K a également été évalué dans des modeles
d’angiogenése non-tumorale. L’administration intra-vitréenne de la PRL 16K a 1’aide d’un
vecteur adenoviral, réduit la néovascularisation de la rétine dans un modéle de rétinopathie
induite par I’oxygéne dans la souris (Pan et al., 2004) ainsi que la néovascularisation de la
cornee, induite par le bFGF au niveau d’implants contenant de la PRL 16K exogéne (Duenas
etal., 1999).

Dans la lignée du résultat montrant sa liaison a son partenaire PAI-1, notre laboratoire
s’est demandé si la PRL 16K pouvait interférer avec la capacité de PAI-1 & empécher la
fibrinolyse. Dans un test de lyse de caillots sanguins in vitro, PAI-1 réduit I’efficacité d’action
de Dl’activateur du plasminogene tissulaire (tPA), agent thrombolytique thérapeutique qui
induit la lyse des caillots. Cependant, il a été montré que 1’addition de la PRL 16K interfére
avec I’action anti-protéolytique de PAI-1. La PRL 16K est également capable d’inhiber in
vivo la formation du thrombus induite par la thromboplastine dans un modele de
thromboembolisme chez la souris. Enfin, dans un modele murin de restauration du flux
sanguin artériel ou le thrombus est induit au chlorure de fer (FeCls) au niveau de la carotide,
la PRL 16K augmente le nombre de souris reperfusées et réduit le temps de reperfusion

montrant a nouveau ’activité fibrinolytique de la PRL 16K (Bajou et al., in revision).
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2.1.6.5. Role physiologique de la PRL 16K

Méme si il est encore trés peu décrit, le role anti-angiogene de la PRL 16K a
également été montré in vivo dans des conditions physiologiques et pathologiques.

Il est maintenant clairement montré qu’une production locale et excessive de PRL 16K
est associée aux effets observés dans certaines conditions pathologiques. En 2004, Duenas a
montré que de la PRL 16K est produite de facon localisée dans les yeux dans le cas de la
rétinopathie du prématuré et qu’elle serait impliquée dans la régression vasculaire intra-
oculaire liée a une induction de 1’apoptose. Ainsi, la PRL 16K contribuerait naturellement a la
résolution de la rétinopathie du prématuré (Duenas et al., 2004). Par contre, un exceés de PRL
16K au niveau du cceur a été montré pour tenir un réle central dans le développement de la
cardiomyopathie du péripartum. Il s’agit d’une pathologie caractérisée par des symptomes
d’insuffisance cardiaque touchant certaines femmes entre le dernier mois de la grossesse et
jusqu’a cinq mois apres 1’accouchement (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Nous reviendrons plus
en détail sur la cardiomyopathie du péripartum au point 3.4.1. De méme, il a été montré que le
niveau d’expression de la PRL 16K est augmenté dans le sérum, dans 1’urine ainsi que dans le
liqguide amniotique de femmes enceintes présentant de la pré-éclampsie. Le liquide
amniotique des femmes atteintes de pré-éclampsie est capable de réduire la prolifération de
cellules endothéliales induite au VEGF ainsi que ’activité d’eNOS. Un anticorps neutralisant
I’effet de la PRL empéche ces effets. Ces données suggerent que la PRL 16K pourrait étre
responsable du dysfonctionnement des cellules endothéliales dans le cas de la pré-éclampsie
également (Gonzalez et al., 2007).

Dés lors, il semble que la PRL 16K pourrait également avoir un réle physiologique.
Une premiére étude montre que la PRL est synthétisée et clivée en PRL 16K par la rétine et
que ces molécules jouent un rdle dans la prévention de I’angiogenése au niveau de la rétine.
En effet, les rétines traitées avec un SiARN dirigé contre la PRL présentent de la néo-
vascularisation (Aranda et al., 2005). Il s’agit du seul role physiologique de la PRL 16K
démontré jusqu’a présent. Cependant, une seconde étude montre que durant le cycle oestral, le
niveau de PRL diminue et celui de la cathepsine D augmente au niveau du corps lutéal, un des
seuls organes qui présente de 1’angiogenése chez ’adulte. De plus, le clivage de la PRL a lieu
in vitro a partir du milieu conditionné de cellules issues du corps luteum, suggérant fortement

un role physiologique de la PRL 16K durant le cycle oestral (Erdmann et al., 2007).
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3. Maladies cardiovasculaires

3.1. Généralités

Les maladies cardiaques ou cardiovasculaires sont devenues la premiére cause de
mortalité dans le monde. Ce sont des maladies, comme leur nom I’indique, liées a un
probléme touchant le cceur et les vaisseaux sanguins, dont les principales causes sont
I’hypertension et 1’athérosclérose. De nos jours, plus de 30% des femmes dans le monde
meurent d’un probléme cardiaque. Parmi ce pourcentage déja trop élevé, on retrouve un
nombre croissant de femmes en-dessous de 1’age de 50 ans depuis ces derniéres années. Il
s’agit donc d’une thématique trés sérieuse qui demande qu’on s’y intéresse urgemment afin
de prévenir la maladie et de pouvoir adapter chaque traitement le plus spécifiquement possible
(Huffman et al., 2011).

3.2. Homeéostasie cardiague

3.2.1. Généralités

Le cceur qui tient une place centrale dans le systéme vasculaire, est le sujet de
nombreuses études. Longtemps décrites comme des cellules incapables de se renouveler, les
cardiomyocytes, cellules du muscle cardiaque, peuvent en fait se régénérer méme si ce niveau
de renouvellement reste faible, a raison de 1% des cellules du cceur par an dés 25 ans
(Bergmann et al., 2009). Il est donc crucial de préserver le tissu cardiaque intact et

d’empécher I’altération de la fonction des cardiomyocytes.

3.2.2. Facteurs impliqués dans I’homéostasie cardiaque

Différents facteurs ou voies de signalisation sont connus pour maintenir 1’intégrité et
la fonction cardiaques en conditions normales. Parmi eux, le facteur de transcription
transducteur de signal STAT3 participe a une large variété de processus physiologiques dans
le ceeur tels que la survie et I’hypertrophie des cardiomyocytes ou 1’angiogenése cardiaque
(Hilfiker-Kleiner et al., 2005). L’absence de STAT3 au niveau des cardiomyocytes chez la
souris provoque une diminution de la densité vasculaire myocardiale ainsi qu’une
augmentation de la fibrose interstitielle. Ces souris développent des cardiomyopathies dilatées

et présentent également une susceptibilité accrue a I’ischémie myocardiale et aux Iésions dues
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a la reperfusion ou aux arréts cardiaques, avec une augmentation de 1’apoptose et une
réduction de la fonction et de la survie cardiaque (Haghikia et al., 2011). De plus, STAT3
serait impliqué dans la protection du cceur contre les réactions inflammatoires exagérées
induites par des cytokines ou bactéries lors d’une infection/Iésions (Jacoby et al., 2003).

La voie PI3K (phosphatidylinositol 3-kinases)/Akt est, elle aussi, importante dans le
développement cardiaque post-natal et favorise la survie des cardiomyocytes et I’hypertrophie
lorsque celle-ci est physiologique. Par contre, elle protége le cceur contre 1’hypertrophie
pathologique ainsi que contre I’ischémie et les Iésions cardiaques (Patten et al., 2004;
DeBosch et al., 2006).

L’activation du récepteur a activité tyrosine kinase ErbB4 par le facteur de croissance
neuréguline-1 (NRG1) semble également bénéfique pour le cceur. En effet, I’activation du
récepteur ErbB4 par la NRG1 induit la prolifération des cardiomyocytes et leur permet de se
régénérer, permettant une amélioration de la fonction cardiaque et une régénération des
cardiomyocytes suite a des lésions provoquées par un infarctus. En effet, il est montré que la
NRG1 permet la ré-entrée des cardiomyocytes dans le cycle cellulaire via 1I’hétérodimére
formé entre ErbB4 et ErbB2 mais également grace a I’activation de la voie de signalisation
PI3K/Akt (Bersell et al., 2009).

Enfin, un nouveau groupe de régulateurs indispensables au développement cardiaque
ainsi qu’a la maintenance de la survie et de la fonction des cardiomyocytes sont les miARN.
Ce sont d’importants régulateurs de 1’expression des genes. lls régulent de nombreuses étapes
de la morphogenése cardiovasculaire telles que la prolifération des cardiomyocytes, la
différenciation myocardiale ou I’hypertrophie cardiaque (Boettger et al., 2012).

3.3.  Modifications cardiaques pendant la grossesse

3.3.1. Généralités

Le ceceur est soumis a rude épreuve lors d’une grossesse puisqu’il doit supporter une
surcharge du volume sanguin afin d’assurer la circulation de la mere ainsi que celle de son
enfant. Il subit alors divers remodelages dont une hypertrophie et une augmentation du réseau
capillaire en maintenant 1’absence de fibrose cardiaque (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). C’est
pourquoi, assurer sa protection et maintenir sa fonction est doublement crucial durant la

grossesse.
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3.3.2. Facteurs impliqués dans la maintenance cardiaque pendant la grossesse

L’hypertrophie cardiaque liée a la grossesse est un processus complexe impliquant de
nombreuses modifications telles qu’un remodelage de la matrice de la matrice extracellulaire
cardiaque ou I’implication de différents facteurs et voies de signalisation (Li et al., 2012).
Parmi celles-ci, les voies de signalisation STAT3 et PI3K/Akt sont toutes deux connues pour
favoriser 1’hypertrophie et I’angiogencse liée a la grossesse (Hilfiker-Kleiner et al., 2004;
Walsh, 2006). La voie de signalisation PI3K/AKkt, activée par les oestrogenes dans les
cardiomyocytes (Patten et al., 2004), est importante afin de maintenir la cardio-protection
durant la grossesse contre le stress oxydatif. Ce mécanisme décline alors subitement apreés
I’accouchement et le réle de cardio-protection de STAT3 prend alors le pas sur celui d’Akt
apres I’accouchement afin de protéger a son tour le cceur contre le stress oxydatif et de
maintenir une augmentation de la densité capillaire. De plus, la PRL est connue pour activer
STATS3 au niveau du cceur (Cataldo et al., 2000; Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Il protege le
cceur contre le stress oxydatif notamment par augmentation des enzymes anti-oxydantes telles
que la superoxyde dismutase a manganése (MnSOD), une enzyme qui capture les ROS
(Negoro et al., 2001).

Le systtme NRG1/ErbB est lui aussi nécessaire au cceur pendant la grossesse et est
activé dans le ventricule gauche en conditions de surcharge hémodynamique et de remodelage
associés a la grossesse. Une inhibition partielle de ce systéme par le lapatinib (inhibiteur des
récepteurs a activité tyrosine kinase ErbB1 et ErbB2 mais pas ErbB4) provoque la mort
prématurée de souris gestantes mais pas des souris non gestantes, accentue la dilatation du
ventricule gauche induite par la grossesse avec une légére diminution de la fraction de
raccourcissement et semble induire la mort cellulaire et de la fibrose au niveau du ventricule
gauche. De plus, I’inhibition de ErbB1 et ErbB2 par le lapatinib empéche 1’activation en aval
des MAPK p42 et p44 mais n’empéche pas celle d’Akt (Lemmens et al., 2011).

3.4. Les cardiomyopathies

Une cardiomyopathie ou maladie du muscle cardiague correspond a un groupe
hétérogene de maladies touchant le myocarde et responsable d’un dysfonctionnement de ce
muscle. Les causes peuvent étre variées et d’origine soit extrinséque, conséquence d’une
pathologie extérieure au muscle (cardio-vasculaire, systémique, résultant de la prise de
toxines ou d’une malnutrition), soit intrinseque, liées a une atteinte directe du muscle

cardiaque. Il existe quatre grands groupes de cardiomyopathies:
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- La cardiomyopathie hypertrophique est une maladie génétique causée par diverses mutations
potentielles au niveau de genes codant les protéines sarcomeriques, comme la chaine lourde
de la myosine ou 1’actine et caractérisée par une hypertrophie du muscle cardiaque, pouvant
engendrer un obstacle au flux sanguin (Maron, 2002).

- La cardiomyopathie ventriculaire droite arythmogéne est une maladie héréditaire causée par
le remplacement de certaines portions du ventricule droit ou gauche par du tissu fibro-
graisseux. Les patients présentent un haut risque de tachyarythmie ou de mort subite. Son
étiologie n’est pas encore connue mais il semble que des mutations au niveau des genes
codant les protéines desmosomales puissent avoir lieu (Basso et al., 2009).

- La cardiomyopathie restrictive est une maladie rare (la moins fréquente des
cardiomyopathies reconnues) caractérisée par une perte de souplesse de la paroi des
ventricules causant un remplissage ventriculaire limité ainsi qu’une pression plus forte a
I’intérieur des ventricules et une réduction de la fonction diastolique. La cause la plus connue
de cette augmentation de la rigidité des ventricules est une infiltration myocardiale
d’amyloidose (dépot extracellulaire de protéines fibrillaires) (Mookadam et al., 2011).

- La cardiomyopathie dilatée, la forme la plus courante, est caractérisée par un élargissement
du ventricule gauche conduisant a de 1’insuffisance cardiaque et une réduction de I’activité
contractile de ce ventricule sans modification de 1’épaisseur des parois. Elle peut étre causée
par de multiples facteurs tels que des mutations, la prise d’agents toxiques ou une infection
virale (Jefferies et al., 2010).

3.4.1. La cardiomyopathie du péripartum
3.4.1.1. Généralités

La cardiomyopathie du péripartum ou postpartum (PPCM) est une maladie
caractérisée par un dysfonctionnement du ventricule gauche et une insuffisance cardiaque
soudaine survenant chez la femme, typiquement entre le dernier mois de la grossesse et
jusqu’a cinqg mois aprés l’accouchement. Elle expose ces femmes a un haut risque de
mortalité. Son incidence se situe entre 1:3000 et 1:4000 en Europe et aux Etats-Unis mais
augmente jusqu’a 1:1000 en Afrique du Sud et jusqu’a 1:300 en Haiti (Hilfiker-Kleiner et al.,
2008).

La PPCM est souvent mal diagnostiquée au vu de la variabilité symptomatique mais
également di au fait que de tels symptdmes sont souvent negligés chez de jeunes femmes

précédemment saines. Les premiers symptomes observés tels que de la fatigue, un
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essoufflement, une dyspnée (difficulté respiratoire), des palpitations ou un malaise abdominal
sont facilement confondus avec le réajustement postpartum (PP), conséquence physiologique
d’une grossesse, d’un accouchement et d’un manque de sommeil. Ainsi, le diagnostic et donc
I’administration d’un traitement adapté sont parfois réalisés plusieurs semaines voire plusieurs
mois apres 1’apparition des premiers symptomes, ce qui peut avoir des conséquences graves
sur la survie des patientes (Sliwa et al., 2010).

Le cceur est, la plupart du temps, dilaté au niveau du ventricule gauche et n’assure plus
son role de pompe aussi efficacement qu’en conditions normales. On décrit la fraction
d’éjection du ventricule gauche (LVEF) inférieur a 45% chez les patientes atteintes de la
PPCM. Méme si la PPCM rappelle certaines caractéristiques de la cardiomyopathie dilatée
(DCM), elle est bel et bien considérée aujourd’hui comme une maladie distincte de toute autre

forme de cardiomyopathie (Pearson et al., 2000).

3.4.1.2. Etiologie

Il semble y avoir différents facteurs de risque potentiellement liés au développement de la
PPCM. Principalement, on retrouve 1’dge, la multiparit¢ (nombre de grossesses),
I’hypertension ou la pré-éclampsie, 1’utilisation d’agents tocolytiques, le diabete ou encore la
cigarette. Cependant, il n’y pas encore de cause claire responsable de la PPCM (Sliwa et al.,
2006).

A c6té de ces facteurs de risque, certains suggerent que des facteurs génétiques pourraient
étre la cause du développement de la PPCM. Il existe en effet quelques cas de patientes
atteintes de la PPCM dont la mére ou la sceur a également été diagnostiquée pour la PPCM
(Massad et al., 1993; Fett et al., 2002; Meyer et al., 2010). Deux études plus récentes
suggerent également que la PPCM pourrait découler de la DCM familiale et pourrait étre
associée a certaines mutations (Morales et al., 2010; van Spaendonck-Zwarts et al., 2010). La
PPCM a également été reliée au polymorphisme rs258415, situé sur le chromosome 12p11.22
(Horne et al., 2011).

Des facteurs environnementaux de type infection virale ou déficience en micronutriments
due a une malnutrition sont également associés a la PPCM (Fett et al., 2002; Bultmann et al.,
2005; Fett, 2007; Ntusi et al., 2009). D’autres encore associent son développement a un
probléme d’auto-immunité relié a une myocardite (Lamparter et al., 2007), a la présence
d’auto-anticorps dans le sérum des patientes (Ansari et al., 2002; Warraich et al., 2005) ou a

I’augmentation du microchimérisme (cellules feetales dans le sang de la mere pendant et apres
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la grossesse) (Ansari et al., 2002). Enfin, une étude associe I’inhibition de la maturation des
cellules dendritiques au défaut cardiaque chez des patientes PPCM (Ellis et al., 2005).

Malgre la diversité de ces facteurs et mécanismes évoqués et potentiellement liés au
développement de PPCM, aucune cause de la maladie n’est clairement identifiée. Il semble

plutot que 1’étiologiec de PPCM puisse étre multifactorielle (Sliwa et al., 2006).

3.4.1.3. Pathophysiologie

Récemment, il a été montré que des souris transgéniques possedant une délétion du
géne STAT3 spécifiquement au niveau des cardiomyocytes développent la PPCM aprés deux
grossesses successives. Ce modele a permis d’impliquer un stress oxydatif et des niveaux
augmentés de cathepsine D et de PRL dans la pathophysiologie de la PPCM. Le stress
oxydatif cardiaque semble étre le déclencheur de ce nouveau mécanisme, activant la
cathepsine D dans les cardiomyocytes (Roberg et al., 1998). La cathepsine D clive alors la
PRL, dont le niveau de production est fortement augmenté en conditions péripartum. Les
patientes PPCM présentent, elles aussi, des niveaux plasmatiques augmentés en lipoprotéines
de faible densité oxydées (oxLDL), témoignant du stress oxydatif, en PRL, en cathepsine D
ainsi qu’en PRL 16K. La PRL 16K serait le facteur clé dans la pathophysiologie de la PPCM.
En effet, la PRL 16K injectée dans des souris wild-type a 1’aide d’adénovirus provoque une
diminution de la densité capillaire du myocarde ainsi qu’une diminution de la fonction
cardiaque. De plus, la bromocriptine, inhibiteur de la sécrétion de PRL et agoniste du
récepteur D2R, renverse le phénotype de la PPCM dans les souris déficientes en STAT3 au

niveau des cardiomyocytes (Figure 12) (Hilfiker-Kleiner et al., 2007).
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Figure 12. Modéle schématique du développement de la PPCM. En absence de I’activité de STAT3 dans les
cardiomyocytes, I’expression postpartum de la MnSOD est atténuée, menant a un stress oxydatif augmenté et la
libération de la cathepsine D (CD) qui clive la PRL de 23 kDa en sa forme détrimentale de 16 kDa. La PRL 16K
induit ’apoptose des cellules endothéliales, la dissociation des capillaires, favorisant ainsi la PPCM. En
conséquence, la bromocriptine (BR), un inhibiteur pharmacologique de la libération de PRL, empéche la PPCM
chez la souris par diminution du niveau de PRL circulante. D’apres (Hilfiker-Kleiner et al., 2007).

De plus, I’apoptose semble également tenir une place prépondérante dans la
pathophysiologie de la PPCM. Elle a pu étre mise en évidence dans un modeéle de souris
transgéniques surexprimant la sous-unité a de la protéine Gq (Gaq) permettant d’induire la
PPCM (Adams et al., 1998). L’inhibition de 1’apoptose des cardiomyocytes induite par la
grossesse permet d’améliorer les dimensions du ventricule gauche dilaté et son activité
contractile (Hayakawa et al., 2003).

Enfin, un rapport trés récent propose qu’un déséquilibre de la balance angiogene
cardiaque, conduise a la PPCM. Des souris transgéniques, deficientes en PGC-la
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), un co-activateur
transcriptionnel de géenes impliqués dans le métabolisme énergétique mais également un
régulateur de 1’angiogenése cardiaque, développent la PPCM. A la fin de la grossesse, le
placenta libére des facteurs anti-angiogénes tel que le sFLT1. Ce niveau augmenté de sFLT1
est reflété dans le sang des femmes atteintes de la PPCM. L’absence de PGC-1a ne permet
plus de contrer cette augmentation de facteurs anti-angiogénes et permet a PPCM de se
développer. Une thérapie pro-angiogéne permet de renverser partiellement le phénotype de
ces souris PPCM. Ces données suggérent que la PPCM est une maladie vasculaire pouvant
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étre causeée par un exces de facteurs anti-angiogénes. L’administration de VEGF et de
bromocriptine a ces souris permet de renverser complétement le phénotype PPCM suggérant
I’implication de ces deux mécanismes dans le développement de la PPCM (Figure 13)
(Patten et al., 2012).
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Figure 13. Schéma du rdle proposé de PGC-1a cardiaque dans la régulation de ’angiogenése cardiaque et
dans la défense contre les facteurs anti-angiogénes induits par la grossesse. Un traitement combiné avec du
VEGF et de la bromocriptine permet de restaurer la fonction cardiaque des souris PPCMMIinPGC-1aHKO.
D’aprés (Patten et al., 2012).

3.4.1.4. Biomarqueurs

Il est donc important d’identifier des biomarqueurs sanguins spécifiques de la PPCM
afin de diagnostiquer la maladie le plus rapidement possible. Plusieurs biomarqueurs ont déja
été mis en évidence dans le plasma de femmes atteintes de la PPCM. Parmi eux, on retrouve
principalement certains marqueurs des processus d’apoptose tel que Fas-Apol,
d’inflammation tels que I’IFN-y (interféron-gamma), I’'IL-1, I’IL-6, le TNF-a., la protéine C
réactive ou de I’insuffisance cardiaque tels que le pro-peptide natiurétique cérébral (NT-
proBNP). On retrouve également, chez les patientes atteintes de la PPCM, un niveau
plasmatique augmenté de MMP-2, marqueur du remodelage tissulaire, d’oxLDL marquant le

stress oxydatif, de la cathespine D, de la PRL, de la PRL 16K ou encore du facteur sFLT-1
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(Sliwa et al., 2002; Forster et al., 2006; Hilfiker-Kleiner et al., 2007; Forster et al., 2008;
Patten et al., 2012).

Tous ces biomarqueurs témoignent de I’implication de plusieurs processus biologiques
différents dans la pathophysiologie de la PPCM. Cependant, le manque de spécificité lié a
’utilisation de ces marqueurs afin de diagnostiquer la PPCM démontre qu’il existe un réel
besoin de comprendre plus en détail la pathophysiologie de la maladie.
3.4.1.5. Traitements

Le taux de mortalité de la PPCM est de 15% en Afrique du Sud et en Haiti avec une
normalisation de la fonction du ventricule gauche de 23% et 31%, respectivement et un taux
de mortalité de 9% aux Etats-Unis, avec un taux de récupération du ventricule gauche de 54%
(Sliwa et al., 2004; Elkayam et al., 2005; Fett et al., 2005). Ainsi, il est primordial de trouver
un traitement adapté aux femmes atteintes de la PPCM afin de réduire le taux de mortalité, de
les aider a récupérer une fonction cardiaque normale et que la grossesse ne soit plus un risque
de mortalité pour ces femmes.

Le traitement de base donné aux patientes atteintes de la PPCM est un traitement
classique dirigé contre I’insuffisance cardiaque, appelé thérapie standard, permettant de
réduire le volume sanguin et donc le travail cardiaque, I’hypertension, les arythmies et le
rythme cardiaque élevé. Ce traitement comprend des inhibiteurs ACE (enzyme de conversion
de I’angiotensine), des antagonistes a 1’aldostérone et des beta-bloquants ainsi que des
diurétiques (Sliwa et al., 2006). Certaines études montrent que, méme si la thérapie standard
permet a 20-30% des femmes haitiennes et sud-africaines atteintes de la PPCM de récupérer
une fonction du ventricule gauche presque normale, le taux de mortalité reste trop élevé
(Sliwa et al., 2000; Fett et al., 2005; Sliwa et al., 2006). Il est donc crucial de trouver un
traitement plus ciblé contre la PPCM.

Des lors, plusieurs études pilotes ont tenté de trouver un adjuvant a cette thérapie
standard. La premiére a montré que 1’addition d’immunoglobulines a la thérapie standard
permettait d’améliorer la fraction d’éjection du ventricule gauche des femmes atteintes de la
PPCM (Bozkurt et al., 1999). Ensuite, il a été montré que I’inhibiteur de la sécrétion du TNF-
a, la pentoxifylline, est également efficace pour améliorer la classe fonctionnelle
(classification de I’ampleur de 1’hypertension selon 4 catégories définies par la New-York
Heart Association ou NYHA sur base des limitations physiques et des symptdmes) ainsi que
la fonction du ventricule gauche chez ces patientes par rapport a des patientes atteintes de la

PPCM ne recevant que la thérapie standard (Sliwa et al., 2002).
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Depuis la récente découverte du rdle prépondérant tenu par la PRL 16K dans la
pathophysiologie de la PPCM (Hilfiker-Kleiner et al., 2007), la recherche thérapeutique s’est
intéressée a 1’addition de bromocriptine, peptide de la famille des alcaloides dérivé de I'ergot
de seigle et antagoniste du récepteur D2R, a la thérapie standard. La bromocriptine constitue
un inhibiteur de la sécrétion de la PRL des glandes pituitaires chez 1’homme (Harrison, 1979)
et chez la souris (Nagafuchi et al., 1999). Elle est utilisée depuis plus de vingt ans afin de
stopper le processus de lactation chez la femme (Kochenour, 1980) et est aujourd’hui utilisée
comme traitement contre 1’hyperprolactinémie, la galactorée (sécrétions lactaires anormales),
la maladie de Parkinson et I’hyperglycémie dans le cadre du diabéte de type 2 (Holt et al.,
2010).

Les souris transgéniques développant la PPCM, suite a I’absence de STAT3 au niveau
de leurs cardiomyocytes, ont permis de montrer que la bromocriptine supprime toute mortalité
chez ces souris aprés 2 grossesses successives et préserve 1’angiogenése postpartum (PP), la
fonction et les dimensions cardiaques. Elle empéche également I’apoptose et la fibrose
apparentes dans le cceur de ces souris et finalement réduit la production d’espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) témoignant d’une réduction du stress oxydatif (Hilfiker-Kleiner et al.,
2007).
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Figure 14. La bromocriptine améliore le pronostic des femmes atteintes de PPCM. Comparaison de
différents parametres chez des patientes PPCM (Pt) 6 mois aprés traitement a la thérapie standard (PPCM-Std,
n=10) ou a la bromocriptine additionnée a la thérapie standard (PPCM-Br, n=10). Ces parametres sont la
mortalité, la classe fonctionnelle (FC) NYHA III/IV, la fraction d’¢jection (EF) du ventricule gauche inférieure
a 35% et un critére d’évaluation combiné incluant les 3 paramétres précédents. D’apres (Sliwa et al., 2010).

Les résultats quant a 1’utilisation de la bromocriptine, additionnée a la thérapie
standard, chez la femme, sont également trés encourageants en terme d’amélioration du

pronostic et de la fonction cardiaque (Figure 14) (Meyer et al., 2010; Sliwa et al., 2010). Un
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traitement a la bromocriptine permet d’augmenter la fraction d’¢jection et d’améliorer la
classe fonctionnelle NYHA ainsi que les parametres echocardiographiques chez des femmes
présentant une PPCM aigue (signes d’insuffisance graves selon la classe fonctionnelle
NYHA) (Figure 15) (Hilfiker-Kleiner et al., 2007; Hilfiker-Kleiner et al., 2008). La
bromocriptine permet ¢galement de préserver ou d’améliorer la taille et la fonction du
ventricule gauche ainsi que de réduire la mortalité chez des femmes présentant un haut risque
de développer la PPCM c¢’est-a-dire des femmes enceintes déja diagnotiquées pour la PPCM
lors de la précédente grossesse (Sliwa et al., 2004; Hilfiker-Kleiner et al., 2007; Hilfiker-
Kleiner et al., 2008). Ces études pilotes restent tres limitées en nombre et des études plus

larges sont encore attendues.

Case 1 Case 2
2 4 2 4
Baseline Weeks Months Baseline Weeks Months

NYHA functional class 1l 1] 1] v i I
NT-proBNP (ng/l) 10,611 3,142 n.d. 14,933 462 97
LVEDD (mm) 60 59 51 55 53 43
LVESD (mm) 53 49 34 39 39 32
Fractional shortening (%) 12 17 33 19 26 25
Ejection fraction (%) 17 29 57 30 50 49
Heart rate (beats/min) 123 79 71 119 94 48

Figure 15. La bromocriptine est efficace dans le traitement de la PPCM aigue. Evolution au cours du temps
de la classe fonctionnelle NYHA, du niveau de NT-proBNP et des données échocardiographiques chez deux
patientes atteintes d’une PPCM aigiie. LVEDD: diamétre a la fin de la dyastole du ventricule gauche; LVESD:
diamétre a la fin de la systole du ventricule gauche; NT-proBNP peptide natriurétique cérébral N-terminal
(Hilfiker-Kleiner et al., 2007).

Finalement, lorsque les symptomes d’insuffisance cardiaque et du dysfonctionnement
du ventricule gauche persistent malgré la thérapie médicamenteuse, un dispositif d’assistance
mécanique du ventricule gauche est considéré. S’il permet une amélioration clinique de la
patiente et récupération de la fonction cardiaque, on procede a la suppression de 1’assistance
mécanique. Par contre, si aucune amélioration n’est observée, c’est la transplantation
cardiaque qui est finalement envisagée et concerne de 0 a 11% des patientes PPCM (Sliwa et
al., 2010; Gevaert et al., 2011).
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4. Les microARN

4.1. Généralités

Les microARN (miARN) sont de petits ARN simple brin, non codants d’environ 22
nucléotides et décrits pour étre hautement conservés au cours de 1’évolution. Ils controlent
I’expression des génes de fagon post-transcriptionnelle. En se liant & la région 3’UTR des
ARN messagers (ARNm), ils empéchent leur traduction en protéine ou induisent leur
dégradation (Bartel, 2004).

Le premier miARN, lin-4, découvert en 1993 chez Caenorhabditis elegans, est
impliqué dans le développement larvaire (Lee et al., 1993). Depuis lors, le nombre de
publications concernant les miARN ne cesse d’augmenter, montrant qu’ils sont impliqués
dans la plupart des processus physiologiques et pathologiques connus tels que le
développement embryonnaire, la différenciation des cellules hématopoiétiques, les maladies
cardio-vasculaires ou le développement tumoral. Ils constituent donc un groupe important de
régulateurs de 1’expression génique, avec plus de 50% des génes chez ’homme prédits pour

étre régulés par les miARN (Friedman et al., 2009).

4.2. Biogenése de miARN

A T’heure actuelle, au-dela de 1000 miARN ont déja été identifiés chez 1’homme
(www.mirbase.org, Release 19). Parmi les génes codant les miARN, approximativement 40%
sont situés dans des régions introniques de transcrits non-codants et 10% sont situés dans des
régions exoniques ou au niveau d’unités de transcription poly-cistroniques (TU, plusieurs
unités de codage regroupées une seule unité de transcription) non-codantes. Mais les miARN
situés au niveau de TU codant des protéines sont généralement situés au niveau des introns
(40%). La plupart des genes codant les miARN sont transcrits par la polymérase Il en un
transcrit primaire appelé le pri-miARN, pouvant faire jusqu’a plusieurs centaines de
nucléotides et contenant des structures en épingle a cheveux. Il subit une premiére phase de
maturation qui consiste en un clivage a la base de cette structure en épingle a cheveux, dans le
noyau, par la protéine de type RNase Ill, Drosha, qui agit en association avec un co-facteur le
DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8), formant un complexe appelé micro-
processeur. Ces structures en épingles a cheveux, appelées les pré-miARN sont alors libérées.
A c6té de cette voie principale de biogenése des miARN, il existe un groupe de miARN

appelés les miRtrons qui ne requi€rent pas I’intervention Drosha. Ils sont contenus dans des
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petits introns qui miment la structure des pré-miARN et sont libérés par 1’intervention de la
machinerie d’épissage de I’ARN (Curtis et al., 2012). Les pré-miARN sont alors exportés
dans le cytoplasme par I’exportine 5, un récepteur de transport nucléaire et son co-facteur
Ran-GTP hydrolysé en GDP permettant la libération des pré-miARN dans le cytoplasme.
Dans le cytoplasme, la deuxieme étape de maturation consiste en une excision de la boucle
terminale des pré-miARN par Dicer associé a des protéines de liaison a I’ARN double brin,
libérant un duplex de miARN d’environ 22 nt. Apres cette seconde phase de maturation, le
duplex est charge sur une protéine Argonaute (Ago) pour générer le complexe effecteur RISC
(RNA-induced silencing complex). Un seul brin du duplex reste dans le complexe, c’est le
miARN mature, choisi sur base de la stabilité thermodynamique des deux extrémités du

duplex. L’autre brin, le brin passager ou miARN*, est dégradé (Figure 17) (Kim et al., 2009).

N/N/NIN/A Figure 17. La biogenése des miARN.
Transcription | Aprés leur transcription a partir d’un
géne codant un miARN ou a partir d’un
o intron d’un géne codant une protéine
Pri-miRNA (miRtron), les pri-miARN (miARN
primaires) se replient en une structure en
épingle a cheveux dont la tige contient
des appariements imparfaits. Les pri-
miARN sont processés en pré-miARN
(miARN précurseur) par I’endonucléase
Drosha complexée & son co-facteur
DGCRS. Certains introns excisés par la
machinerie cellulaire d’épissage,
correspondant & des  pré-miARN,
contournent le besoin de Drosha. Aprés
leur export dans le cytoplasme via
I’exportine 5, les pré-miARN sont
Noyau processés par une seconde endonucléase,
Dicer, complexée a TRBP. Les miAR N
matures sont sélectionnés et chargés dans
Cytoplasme  \,  complexe RISC contenant des
protéines Argonaute. D’aprés (Inui et al.,

2010).

Maturation ‘
-

Dicer

Sélection d’un brin; AGOH-
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-32-



Introduction

4.3. Mode d’action des miARN
4.3.1. Complexe effecteur

RISC est un complexe ribonucléoprotéique effecteur, appelé également miRISC
lorsqu’il comprend un miARN, dont la protéine la plus importante et la mieux caractérisée est
la protéine AGO. L’homme posséde 4 protéines AGO (AGO1-4). La structure du crystal des
protéines AGO des procaryotes a permis de mieux comprendre leur architecture et leur
mécanisme. Leur structure bilobée permet de lier les extrémités opposées du miARN au
niveau de chacun des deux lobes, le domaine N-terminal PAZ posséde une poche permettant
d’encrer I’extrémité 3” du miARN et le domaine C-terminal lie I’extrémité 5° phosphate du
mMIARN. Le troisiétme domaine PIWI présente des homologies avec I’ARNase H et peut
hydrolyser les ARNm ciblés. Seulement certaines protéines AGO possédent cette activité
catalytiqgue comme la protéine AGO2 chez I’homme. Le complexe formé par la protéine AGO
et le miARN consititue le cceur du complexe effecteur qui permet de médier la fonction du
miARN (Pratt et al., 2009). Les miARN peuvent également lier d’autres protéines. Des études
montrent que GW182 est également requis pour la fonction du miARN (Eulalio et al., 2008).

4.3.2. Reépression de la cible

C’est alors chargé dans ce complexe protéique que le miARN mature va pouvoir
réguler négativement I’expression de génes en ciblant des sites spécifiques au niveau de la
3’UTR de ’ARNm et ainsi empécher leur traduction en protéines. L’appariement de type
Watson-Crick entre la graine du miARN correspondant aux nt 2 a 7 a partir de I’extrémité 5’
du miARN et la cible est nécessaire a la répression de cette derniere. Cependant,
I’appariement de sites supplémentaires le long de la séquence du miARN semble favoriser
I’affinité et la spécificité du miARN mature pour sa cible (Bartel, 2009). De plus, des données
récentes montrent qu’il existe des cas ou un miARN peut cibler un ARNm en s’appariant au
niveau de la région codante d’'un ARNmM pour empécher son expression (Tay et al., 2008)
mais également au niveau de la 5’UTR (Moretti et al., 2010).

Chez les plantes, cette complémentarité est généralement parfaite ou presque parfaite

et on observe alors une dégradation de ’ARNm ciblé par I’activit¢ endonucléase de la

protéine AGO du complexe miRISC. Par contre, chez les animaux, cette complémentarité
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généralement imparfaite méne a 1’inhibition de la traduction de I’ARNm, selon plusieurs
mécanismes possibles.

Le premier mécanisme possible est I’inhibition de la post-initiation de la traduction.
C’est-a-dire que les miARN pourraient rendre les ribosomes plus propices a une terminaison
pré-maturée (Petersen et al., 2006). Le deuxiéme mécanisme possible est la répression de
I’étape d’initiation de la traduction et plusieurs mécanismes possibles sont envisagés
(Chendrimada et al., 2007; Kiriakidou et al., 2007; Wakiyama et al., 2007). Ensuite, il peut y
avoir dégradation de ’ARNm méme si sa complémentarité avec le miARN mature n’est pas
parfaite. Dans les cellules animales, la dégradation de I’ARNm ne se fait pas via 1’activité
endonucléolytique de la protéine AGO mais par I’intervention d’enzymes, recrutées par le
facteur GW182, induisant la dé-adénylation de I’ARNm, le retrait de la coiffe ainsi qu’une
dégradation exonucléolytique (Figure 18) (Filipowicz et al., 2008). Enfin, il semble que les
ARNmM réprimés puissent étre dirigés vers des structures cellulaires appelées P-bodies
(processing bodies). Ce sont des domaines cytoplasmiques enrichis en protéines impliquées
dans la décomposition et la répression de la traduction des ARNm. Il semble que les ARNm
peuvent s’y accumuler expliquant une répression de leur traduction. Cependant, les P-bodies
ne semblent pas nécessaires a la répression traductionnelle et leur formation serait une

conséquence plutot qu’une cause de cette répression traductionnelle (Eulalio et al., 2007).
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Figure 19. Les mécanismes possibles pour la répression de la traduction par les miARN. Les ARNm non-
réprimés recrutent des facteurs d’initiation et des sous-unités ribosomales et forment des structures circularisées
qui augmentent la traduction (en haut). Quand les miRISC se lient aux ARNm, ils peuvent réprimer 1’initiation a
I’étape de reconnaissance de la coiffe (en haut, & gauche) ou a I’étape du recrutement de la sous-unité ribosomale
60S (en bas, a gauche). De fagon alternative, ils peuvent induire la déadénylation de I’ARNm et ainsi, inhiber la
circularisation du miARN (en bas). lls peuvent également réprimer une étape de post-initiation de la traduction
en induisant les ribosomes a se détacher prématurément (en bas, a droite). Finalement, ils peuvent favoriser la
dégradation de ’ARNm par induction de la déadénylation suivie du retrait de la coiffe (en haut, a droite)
(Carthew et al., 2009).

4.3.3. Les miARN dans ’angiogenése

Parmi tous les processus régulés par les miARN, on retrouve 1’angiogenése.
L’implication générale des miARN dans 1’angiogenese ainsi que dans la fonction des cellules
endothéliales a été montrée en perturbant la fonction des enzymes de maturation des miARN,
Dicer et Drosha au sein des cellules endothéliales. Ces expériences montrent que 1’extinction
génétique de Drosha ou de Dicer perturbe I’angiogenése in vitro alors que seule la
suppression de Dicer semble affecter I’angiogenése in vivo dans un modele de matrigel plug
assay (Kuehbacher et al., 2007; Suarez et al., 2007). De plus, Dicer est requis pour
I’angiogenése embryonnaire au cours du développement de la souris (Yang et al., 2005). Plus
précisément, certains miARN sont plutét pro-angiogenes, tandis que d’autres sont anti-

angiogénes.
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4.3.3.1. Les miARN pro-angiogénes

Le miARN le plus largement décrit pour contrdler I’angiogenése est miR-126 qui est,
de plus, spécifiqguement exprimé au sein des cellules endothéliales. Par des expériences de
perte de fonction chez la souris et chez le poisson zebre, il a été montré que miR-126 tient un
role central dans I’intégrité vasculaire et I’angiogenése. Des souris possédant une délétion
génétique de miR-126 présentent des vaisseaux perméables, des hémorragies ainsi qu’une
mortalité embryonnaire partielle. La suppression de miR-126 dans le poisson zeébre résulte
également en une perte de I’intégrité vasculaire ainsi qu’en des hémorragies pendant le
développement embryonnaire. In vitro, miR-126 semble réguler le phénotype endothélial en
jouant sur la migration, la survie cellulaire ou la stabilité du réseau de capillaires. D’un point
de vue moléculaire, miR-126 est capable d’induire les voies de signalisation des MAPK et
PI3K/Akt en réponse au VEGF et au bFGF en ciblant deux régulateurs négatifs de ces voies,
PIK3R2 (phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 2) et SPRED-1 (sprouty-related,
EVH1 domain-containing protein 1). A coté de ces deux geénes, la molécule d’adhésion
VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1) est également un gene cible de miR-126 (Fish et
al., 2008; Harris et al., 2008; Wang et al., 2008).

L’inhibition de let-7f et miR-27b réduit la formation de bourgeons dans les tests de
sprouting (Kuehbacher et al., 2007). Lorsqu’il est surexprimé en conditions normoxiques,
miR-210 induit la migration des cellules endothéliales et la formation de tubes (Fasanaro et
al., 2008). L’expression de miR-130a dans les cellules endothéliales permet de réguler
négativement leur phénotype anti-angiogéne via la répression de I’expression de GAX et
HOXAS5 (Chen et al., 2008). MiR-296 favorise des voies de signalisation pro-angiogénes en
ciblant le HGS (Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate), impliqué dans
la régulation du niveau de PDGFRb et VEGFR2 en induisant leur dégradation (Wurdinger et
al., 2008). MiR-146a est régulé positivement par un facteur pro-angiogene et pourrait réguler
des genes impliqués dans le cycle cellulaire (Hsieh et al., 2010). Encore beaucoup d’autres
miARN sont considérés comme des miARN pro-angiogenes. Parmi eux, on retrouve miR-320
(Wang et al., 2009), miR-663 (Afonyushkin et al., 2012), miR-27a/b Urbich, 2012 #426}, le
cluster miR-23~27~24 (Zhou et al., 2011), miR-132 (Anand et al., 2010) et miR-214 (Chan et
al., 2009).
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4.3.3.2. Les miARN anti-angiogénes

Les premiers miARN a avoir été décrits comme étant anti-angiogénes sont les miARN
du cluster miR-221/222. lls sont également fortement exprimés au sein de cellules
endothéliales HUVEC. IIs sont montrés pour inhiber I’angiogenése in vitro en bloquant la
formation de tubes et la migration des cellules endotheliales via la régulation du géne c-Kit,
récepteur du SCF (stem cell factor) (Poliseno et al., 2006). Le cluster miR-221/222 a
également été montré pour réguler eNOS dans des cellules endothéliales déficientes en Dicer
(Suarez et al., 2007).

Au sein de notre laboratoire, le role anti-angiogene de miR-21 a été mis en évidence
pour la premiére fois. Il régule négativement 1’angiogenése in vitro en affectant la
prolifération, la migration et la tubulogenese des cellules endothéliales mais perturbe
également 1’angiogenése in vivo dans un modele de néovascularisation choroidienne. Les
effets observes sur la migration et la tubulogenése pourraient s’expliquer par la régulation
négative de miR-21 sur I’expression du géne RhoB (Ras homolog gene family, member B)
(Sabatel et al., 2011).

Le cluster miR-17-92 code les 7 miARN suivants: miR-17-5p (miR-17, miR-17-3p,
miR-18a, miR-19a/b, miR-20a et miR-92a. L’expression forcée de miR-92a en cellules
endothéliales bloque I’angiogenése in vitro et in vivo, probablement dd a la régulation de la
sous-unité [15 de I’intégrine (ITGAS) et d’eNOS (Bonauer et al., 2009). De méme, miR-17, -
18a, -19 et -20a possedent des propriétés anti-angiogenes in vitro et miR-17 et -20a
présentent une fonction anti-angiogene in vivo dans un modéle de matrigel plugs. MiR-17
compte plusieurs genes cibles pro-angiogenes dont Jakl (Doebele et al., 2010). Récemment,
miR-19b-1 a également été montré pour bloquer le cycle cellulaire des cellules endothéliales
(Yinetal., 2012).

De plus, la diminution de miR-214 dans les cellules endothéliales induit 1’expression
de eNOS, la migration et la tubulogenése (Chan et al., 2009). MiR-503 contribuerait a
I’altération de la fonction des cellules endothéliales et donc de 1’angiogenese en conditions de
diabéte ou d’ischémie d’un membre (Caporali et al., 2011). Enfin, on compte parmi les
miARN anti-angiogénes miR-100 (Grundmann et al., 2011), miR-125b (Muramatsu et al.,
2012), miR-20a (Pin et al., 2012), miR-15a (Yin et al., 2012), miR-24 (Fiedler et al., 2011),
miR-200a (Li et al., 2011) et miR-200b (Chan et al., 2011).

4.3.4. Les miARN dans les maladies cardio-vasculaires
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Les miARN sont des régulateurs importants et nécessaires au développement
cardiaque. L’arrét de la biogenése des miARN dans les cardiomyocytes par délétion
specifique du gene Dicer chez la souris provoque une mortalité embryonnaire, de
I’insuffisance cardiaque et une mortalité post-natale ainsi qu’une cardiomyopathie dilatée
chez les souris adultes (Chen et al., 2008; da Costa Martins et al., 2008). Ces résultats
montrent que les MIARN sont requis pour I’homéostasie cardiaque méme aprés les étapes de
développement. Par la suite, de nombreuses études ont montré que des miARN particuliers
avaient des fonctions importantes dans divers processus cardiaques d’ordre physiologique
mais aussi pathologique (Figure 21). Parmi les miARN fortement exprimés dans les
cardiomyocytes, on retrouve miR-208a et miR-199b impliqués dans 1’hypertrophie cardiaque.
Ils favorisent le switch de la myosine induit par le stress et I’activation de la voie NFAT
(nuclear factor of activated T cells), respectivement. Leur inhibition chez la souris dans un
modele d’insuffisance cardiaque permet d’inhiber I’hypertrophie et la fibrose cardiaque et
favorise la résistance au stress (van Rooij et al., 2007; da Costa Martins et al., 2010). On
retrouve également les deux miARN les plus abondants dans le muscle miR-1 et miR-133 qui
sont impliqués dans les processus d’arythmie cardiaque (Belevych et al., 2011) et
d’hypertrophie cardiaque (Care et al., 2007). MiR-499 inhibe ’apoptose des cardiomyocytes,
la fission des mitochondries et son niveau est souvent diminué dans des conditions
pathologiques telle que I’ischémie (Wang et al., 2011). Enfin, miR-378/378* contrdlent la
fonction musculaire, interviennent dans 1’obésité en régulant le métabolisme mitochondrial et
I’homéostasie énergétique (Carrer et al., 2012).

Les miARN exprimés par les cellules de type « non-myocytes » peuvent également
affecter la pathophysiologie du cceur. En effet, I’expression de miR-21 est augmentée par les
fibroblastes d’un cceur défaillant permettant une fibrose interstitielle et une hypertrophie
cardiaque. L’inhibition de miR-21 in vivo dans un modele murin de maladie induite par une
surcharge en pression atténue ce phénotype (Thum et al., 2008). MiR-29, produit également
par les fibroblastes, est diminué aprés un arrét cardiaque afin de permettre une fibrose
cardiaque. Deés lors, les stratégies pour maintenir son expression seraient thérapeutiquement
intéressantes afin de diminuer la fibrose cardiaque (van Rooij et al., 2008). Il existe également
des miARN enrichis dans les cellules endothéliales cardiagues comme miR-24, dont
I’expression est fortement augmentée apres une ischémie cardiaque. Il favorise 1’apoptose des
cellules endothéliales et explique que la densité capillaire puisse étre insuffisante apres un
arrét cardiaque. Dés lors, I’inhibition de miR-24 chez la souris améliore le remodelage

cardiaque apres un infarctus du myocarde. MiR-92a est également décrit pour étre fortement
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exprimé dans les cellules endothéliales. Comme décrit dans le paragraphe précédent, il est un
miARN anti-angiogéne et son inhibition dans des modéles murins d’ischémie et d’arrét
cardiaque favorise la croissance des vaisseaux sanguins et la récupération de la fonction
cardiaque apres 1’endommagement du tissu (Bonauer et al., 2009). MiR-126 semble, quant a
lui, nécessaire pour induire la néovascularisation consécutivement a un infarctus du myocarde
afin de rétablir le flux sanguin au niveau du tissu endommagé (Wang et al., 2008). Enfin, peu
de données concernent I’implication des cellules inflammatoires dans la pathophysiologie des
maladies cardiaques. Néanmoins, il a été récemment montré que I’expression du miARN
inflammatoire miR-155 est augmentée lors d’une myocardite virale (atteinte inflammatoire du
myocarde) et on le retrouve surtout dans les macrophages infiltrés et les lymphocytes T. Son
inhibition chez la souris permet de réduire le niveau d’infiltration cardiaque par les monocytes
et macrophages, diminue 1’activation des lymphocytes T et réduit les dégats du myocarde lors
d’une myocardite virale aigue (Corsten et al., 2012). Bien que cette liste ne soit pas
exhaustive, elle montre que les mMIARN sont impliqués a tous niveaux dans la

pathophysiologie du cceur.

Figure 21. Les miARN sont
impliqués dans  divers
processus liés a la
pathophysiologie du coeur.
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cardiaque. MiR-21 et miR-29 favorisent et inhibe, respectivement, la fibrose cardiaque. Enfin, miR-155 est
impliqué dans I’inflammation du tissu cardiaque consécutive a une myocardite. D’aprés (van Rooij et al., 2008)
et (Corsten et al., 2012).

4.3.5. Thérapies miARN
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L’implication des miARN dans de nombreuses maladies pousse la recherche
thérapeutique a mettre au point des outils permettant de les inhiber ou de les surexprimer afin
de renverser le phénotype de la maladie étudiée. Une approche couramment employée dans
les expériences de perte de fonction est I’utilisation d’oligonucléotides anti-sens modifiés
chimiquement, appelés les anti-miARN. Ils séquestrent le miARN mature sur base d’un
appariement Watson-Crick menant a 1’inhibition fonctionnelle du miARN et a 1’arrét de la
répression des geénes cibles directs. Plusieurs catégories d’anti-miARN existent et sont classés
en fonction des modifications apportées a leur structure telles que des bases modifées, une
séquence combinant ARN et ADN ou I’ajout d’un groupement cholestérol. Ces modifications
conférent aux anti-miARN une résistance accrue aux nucléases, une meilleure affinité de
liaison avec leurs cibles ainsi qu’une entrée efficace dans les tissus in vivo (Figure 22). Parmi
eux, les anti-miARN de type LNA possedent une affinité plus forte pour I’ARN
complémentaire comparés, par exemple, aux oligonucléotides anti-sens modifiés avec des
bases 2’-O-methyl (2°-O-Me), qui peuvent étre couplés avec un groupement cholestérol a
I’extrémité 3’ (antagomir) (Horwich et al., 2008). Par contre, I’addition de ce groupement
cholestérol permet aux antagomirs d’étre des outils de choix pour inhiber un miARN in vivo
(Krutzfeldt et al., 2005).

o B \O B 5 - _se?dr‘ . 9
K? tj B
Locked Nucleic Acid 2’-fluora )
ww @5 a0 olaolo{a oo fols oo olaja] zowor
St N o] lleflell ol aflelle]  =rmocmne
HHWHH LNA/DNA mixmer
i O\/\O/CH3 Tooe W Tiny LNA

2-O-methoxyethyl 2-0-methyl
(2-O-MOE) (2-0-Me)
2§Z£::i lzuOMe ]zuOMOE }z; |LNA ﬂDNA
Figure 22. Les oligonucléotides anti-miARN chimiquement modifiés. Structure des modifications chimiques
les plus communément utilisées. Le LNA est un analogue de I’ARN bicyclique dans lequel le ribose est bouclé
en conformation C3’-endo par introduction d’un pont méthyléne 2’0, 4°0O. Les nucléotides 2’-F, 2’-MOE et 2’-

O-Me sont modifiés en position 2’ du ribose (Stenvang et al., 2012).

L’anti-miR-122 est le premier des anti-miARN a étre entré en phase clinique 2 pour
son application dans le traitement contre 1’hépatite C. La société Santaris développe le

« miravirsen », premiére drogue ciblant un miARN, en I’occurrence miR-122, permettant de
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réduire significativement le niveau du virus de I’hépatite C chez les personnes infectées. Des
tests sur chimpanzés montrent que le LNA anti-miR-122 est efficace dans la répression
durable du virus de I’hépatite C et ne semble pas induire de résistance virale ou d’effets
secondaires chez les animaux traités (Lanford et al., 2010). Les tests de phase clinique 1
montrent que le « miravasen » est bien toléré chez des personnes volontaires et en bonne santé
(www.santaris.com). Concernant les désordres cardiaques, I’administration de LNA anti-miR-
208a, par exemple, a des rats souffrant d’insuffisance cardiaqgue améliore la fonction
cardiaque et la survie (Montgomery et al., 2011). A c6té de ces oligonucléotides anti-sens, il
existe encore une autre catégorie d’inhibiteurs de la fonction des miARN. Il s’agit des miRNA
sponges qui contiennent des sites multiples complémentaires a un miARN d’intérét et qui sont
produits a partir de transgenes dans la cellule. Ils permettent de séquestrer des miARN et ainsi
d’inhiber un miARN d’intérét ou une famille de miARN possédant la méme graine qui ne
peuvent alors plus réprimer leurs cibles dans la cellule (Ebert et al., 2010).

A Tlinverse, il est possible de surexprimer un miARN in vivo par injection
d’oligonucléotides correspondant a la sequence du miARN (miARN mimics) comme par
exemple, I’injection de miR-29 mimics dans le cceur de souris aprés un infarctus du myocarde
(van Rooij et al., 2008). Mais la surexpression de miARN in vivo peut également se faire a
I’aide de vecteurs d’expression tels que des adénovirus. L’injection d’adénovirus dirigeant
I’expression de miR-101 & des rats présentant un infarctus du myocarde chronique permet
d’améliorer les performances cardiaques (Pan et al., 2012). De facon intéressante, le tropisme
de I’adénovirus associé de sérotype 9 (AVV9) est préférentiellement cardiaque et permet ainsi

d’y surexprimer un miARN (Geisler et al., 2011).

4.4. miR-146a

4.4.1. Généralités

Le miARN auquel nous nous sommes particulierement intéressés dans ce travail est
miR-146a. Initialement identifié comme régulateur de I’'immunité innée dans une étude visant
a découvrir des miARN impliqués dans la réponse inflammatoire des mammiféres aux
infections microbiennes, le nombre de publications concernant miR-146a ne cesse
d’augmenter chaque année.

MiR-146a avec miR-146b, constituent a eux deux une famille de miARN, miR-146,
au vu de la similarité de leur séquence. En effet, seuls deux nucléotides différent au niveau de

leur extrémité 3°. Ainsi, ils sont prédits pour avoir la majorité de leurs génes cibles en
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commun. lls sont cependant exprimés de facon indépendante (Lagos-Quintana et al., 2002).
Etant situés sur deux chromosomes différents, ils sont donc sous la dépendance de deux
promoteurs différents. MiR-146a est situé dans le deuxiéme exon du géne LOC285628 sur le
chromosome 5 chez ’homme alors que miR-146b est situé sur le chromosome 10 au niveau
d’une séquence encore non inclue dans les EST clones jusqu’a présent (Figure 23) (Taganov

et al., 2006). Il n’y a encore que trés peu d’études concernant miR-146b a I’heure actuelle, a

Exon1 <16 kb ‘E_ Exon 2

Chl’ 5 . - = rm 1 -/ I I:] // I_
pre-miR-146a 200 bp

NFKB2 - ‘g‘

200 bp pre-miR-146b

—_—

I’inverse de miR-146a.

Figure 23. MiR-146a et miR-146b sont situés sur deux chromosomes différents. MiR-146a et -146b
appartiennent a une méme famille de miARN au vu de la grande similarité de leur séquence. Chez I’homme,
alors que la séquence codant miR-146a est située sur le chromosome 5, celle codant miR-146b est située sur le
chromosome 10. D’apres (Taganov et al., 2006).

MiR-146a est un miARN capable de réguler plusieurs processus physiologiques et
pathologiques différents et possede une fonction dans de nombreux types cellulaires. Cette
fonction est dépendante des genes cibles régulés par miR-146a dans un type cellulaire donné.
En résumé, miR-146a majoritairement décrit pour pouvoir interférer avec la réponse
inflammatoire des cellules du systeme immunitaire inné et sur la réponse immunitaire
adaptative. On le retrouve également impliqué dans divers mécanismes et principalement dans
le développement de maladies auto-immunes et dans la régulation de certains types de

cancers.
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4.4.2. RéOle de miR-146a dans Pimmunité
4.4.2.1. Immunité innée

C’est Taganov qui, en 2006, fut le premier a décrire miR-146a comme étant un
miARN impliqué dans la réponse immunitaire primaire. Son expression est induite dans les
cellules myéloides, via I’activation des récepteurs TLR-2, -4 et -5 par divers composants
microbiens ou par des cytokines pro-inflammatoires comme les lipopolysaccharides (LPS), le
TNF-a, 'TL-1p ou la flagelline. De plus, les genes TRAF6 et IRAK1, molécules adaptatrices
clés dans la cascade d’activation de NF-xB induites par les récepteurs a I’IL-1 ou TLR, sont
négativement régulées par miR-146a. Enfin, cette premiere étude a montré par analyse
transcriptomique que 1’expression de miR-146a est principalement sous le controle de NF-xB
(Figure 24) (Taganov et al., 2006). En plus de cibler TRAF6 et IRAK1, miR-146a diminue
aussi I’expression des génes IRAK2 (Hou et al., 2009) et TRAF2 (Tanic et al., 2012). Ainsi,
miR-146a semble tenir un réle crucial dans la boucle de rétro-action négative de I’activation
de NF-xB. Il permet de réguler la réponse immunitaire innée en empéchant que 1’activation de
NF-kB ne soit constitutive. De plus, miR-146a joue un réle important dans la tolérance aux
LPS, état de non-réponse des cellules a des expositions prolongées de LPS (Nahid et al.,
2009).

TLR4
g ' TSy Figure 24. MiR-146a fait partie d’une

Cytoplasme Molécules boucle de régulation négative de
adaptatrices

P’activation de NF-xB. MiR-146a régule
négativement les voies de transduction
menant a l’activation de NF-xB. Suite a
I’activation de récepteurs a la surface
cellulaire tels que le TLR4, une cascade
moléculaire incluant TRAF6 et IRAK1
meéne a la phosphorylation et a la
dégradation d’IkBa et a ’activation et la
translocation  nucléaire  de  NF-kB.
miR-146a L’activation de NF-xB induit la transcription
complexe RISC de nombreux génes dont pri-miR-146a. Une
o \ fois transféré dans le cytoplasme et chargé
jﬁ_ dans le complexe RISC, miR-146a contribue
Noyau ‘ — a atténuer la signalisation du récepteur en
pri-miR-146a .. .

diminuant I’expression d’IRAK1 et TRAF®6.

D’aprés (Rusca et al., 2011).

Il
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Plusieurs études montrent que miR-146a permet également de réguler la réponse
inflammatoire lorsqu’il est exprimé dans des cellules non-immunitaires. Par exemple, la
surexpression de miR-146a induite par I’'IL-13 permet de cibler les chémokines pro-
inflammatoires IL-8 et RANTES dans les cellules alvéolaires épithéliales pulmonaires (Perry
et al., 2008). MiR-146a empéche également la production de la chémokine CCL8/MCP-2
dans les cellules microgliales infectées par le HIV assurant leur maintenance suite a une
inflammation chronique (Rom et al., 2010). Enfin, miR-146a empéche 1’apoptose des cellules
épithéliales bronchiques, induite par une inflammation des voies respiratoires, en induisant
I’expression de Bcl-XL et la phosphorylation de STAT3 (Liu et al., 2009).

4.4.2.2. Immunité adaptative

A c6té de son rble dans la régulation de la réponse immunitaire innée, plusieurs
données montrent que miR-146a possede aussi un rdle dans la régulation de la réponse
immunitaire adaptative. Aprés 1’activation des récepteurs des lymphocytes T (TCR),
I’expression de miR-146a est induite dans les lymphocytes T naifs humains interférant alors
avec I’activité de la protéine activatrice 1 et la production de I’IL-2 induites par I’activation
des TCR. De plus, miR-146a perturbe la mort cellulaire induite par P’activation des
lymphocytes T, en ciblant le domaine de mort associé a Fas (FADD) (Curtale et al., 2010). Il
a été réecemment montré que les cellules T de souris déficientes en miR-146a sont
hyperactives. Ce qui suggere que dans les cellules T également, miR-146a intervient dans une
boucle de rétro-action négative afin de réguler I’activation de NF-xB par les récepteurs TCR
(Yang et al., 2012). Dans les cellules T régulatrices (Treg) aussi, I’expression de miR-146a
est cruciale et leur permet d’assurer leur réle suppresseur afin de maintenir 1’homéostasie
immunitaire en limitant le nombre de réponses inflammatoires. En effet, la déficience en miR-
146a dans des cellules Treg provoque un arrét de la tolérance immunologique et des Iésions

sont observées dans plusieurs organes en réponse a la production d’IFN y (Lu et al., 2010).

4.4.3. Implication de miR-146a dans les maladies immunitaires

Avec un rble central dans la régulation de I’immunité, I’implication de miR-146a dans
les maladies inflammatoires chroniques auto-immunes semble évidente. MiR-146a est en
effet impliqué dans le lupus érythémateux disséminé, une maladie auto-immune systémique
chronique s’attaquant a n’importe quel tissu sain du corps ainsi que dans 1’arthrite rhumatoide

(Chan et al., 2009), dans des maladies inflammatoires de la peau telles que I’eczéma ou le
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psoriasis ou son expression est accrue (Sonkoly et al., 2008) ou encore dans la maladie
d’Alzheimer (Lukiw, 2008).

Finalement, des souris transgéniques ont été créées afin d’étudier la fonction de miR-
146a in vivo par délétion spécifique du géne. On observe chez ces souris plusieurs défauts
immunitaires tels qu’une hypersensibilité aux LPS, une augmentation de la prolifération des
cellules myéloides ainsi que de 1’auto-immunité corrélée a une perte de tolérance des
lymphocytes T (Boldin et al., 2011). Il est de plus montré qu’une délétion génétique de la
sous-unité p50 du facteur NF-xB chez les souris déficientes en miR-146a supprime la
prolifération des cellules myéloides montrant qu’une dérégulation de NF-xB est responsable

des maladies myéloprolifératives (Zhao et al., 2011).

4.4.4. Implication de miR-146a dans le cancer

Les souris transgéniques possédant une délétion génétique de miR-146a, décrites ci-
dessus, développent également des tumeurs au niveau des organes lymphoides secondaires,
suggeérant un rdle anti-tumoral de miR-146a (Boldin et al., 2011). Son expression semble de
plus dérégulée dans plusieurs types de cancers ou il peut étre anti-tumoral mais également
favoriser le développement tumoral dans d’autres cas.

MiR-146a est décrit pour étre un miARN anti-tumoral ou gene suppresseur de tumeur
dans le cas du cancer de la prostate (Lin et al., 2008; Xu et al., 2012), du cancer gastrique
(Kogo et al., 2011; Hou et al., 2012), des lymphomes a cellules NK/T (Paik et al., 2011) ou
encore de gliomes (Mei et al., 2011). MiR-146a réduit également le potentiel métastatique de
différentes lignées cellulaires de cancer du sein (Bhaumik et al., 2008; Hurst et al., 2009) et
I’activité métastatique des métastases du cerveau (Hwang et al., 2012). A Tinverse,
I’expression de miR-146a est augmentée dans certains cas et semble favoriser le
développement du cancer gastrique (Xiao et al., 2012), du cancer de I’utérus (Wang et al.,
2008) ou du cancer de la thyroide anaplastique (Pacifico et al., 2010). De plus, I’inhibition de
miR-146a dans la lignée cellulaire de carcinome rénal réduit la croissance tumorale in vivo
(Perske et al., 2010). MiR-146a est également induit par la protéine oncogénique Tax du virus
de type 1 lymphotropique T humain (HTLV1) et induit la prolifération des cellules infectées
par le virus (Tomita et al., 2012).

Au vu des observations faites quant a son role sur le phénotype des cellules
cancéreuses étudiées, on constate que miR-146a agit sur plusieurs mécanismes cellulaires tels
que la survie, la prolifération, la migration, I’invasion et la différenciation des cellules

cancéreuses au travers de genes cibles differents.
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4.4.5. Polymorphisme

Chez ’homme, il existe un SNP, variation ou polymorphisme d’un seul nucléotide
entre individus, au niveau de la tige de la structure en épingle a cheveux formée par le pré-
miR-146a. En effet, au niveau du site polymorphique un « G » peut étre remplacé par un
allele variant « C » pouvant alors interférer avec I’intégrité de cette structure et donc
influencer la maturation de miR-146a (Figure 25) (lwai et al., 2005). Certains postulent que
ce polymorphisme augmente le niveau de production de miR-146a (Shen et al., 2008) alors
que d’autres démontrent I’inverse (Jazdzewski et al., 2008). Ce polymorphisme peut étre
associé a une augmentation ou une diminution du risque de prédisposition a différents types
de cancer tels que le cancer colorectal (Zhou et al., 2012), le cancer du sein (Lian et al.,
2012), le cancer du poumon (Vinci et al., 2011) ou encore le cancer de la thyroide
(Jazdzewski et al., 2008). Enfin, ce polymorphisme est décrit pour diminuer le risque de
développer le lupus systémique érythémateux (Luo et al., 2011) et ’alléle variant est aussi

associé a la protection contre I’asthme (Jimenez-Morales et al., 2012).
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Figure 25. La séquence du pré-miR-146a présente un polymorphisme. Au niveau de la tige de la structure en
épingle a cheveux du pré-miR-146a, une cytosine (C, entourée) peut étre remplacée par une guanine (G). La
fleche indique le génotype mineur. La séquence du miARN mature est mise en évidence en rouge (lwai et al.,
2005).
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4.4.6. Autres cas spécifiques

MiR-146a est fortement impliqué dans le contrle de I’hématopoiése mais les
mécanismes impliqués ne sont pas encore bien élucidés. En effet, miR-146a favorise les
processus de différenciation et de maturation des macrophages (Ghani et al., 2011), des
cellules dendritiques (Chen et al., 2011) et des cellules myéloides (Boldin et al., 2011) alors
qu’il aurait I’effet inverse sur les mégacaryocytes (Labbaye et al., 2008).

MiR-146a est également impliqué dans des désordres cardiovasculaires tels qu’un
arrét cardiaque avec rupture ventriculaire (Zidar et al., 2011), dans la maladie des artéres
coronaires (Takahashi et al., 2010) ainsi que dans le syndrébme coronarien aigu ou
d’athérosclérose en modulant la fonction des cellules Thl (Guo et al., 2010).

MiR-146a module également le phénotype de différents types cellulaires en agissant
sur divers processus. Parmi tout ce qui est décrit, la cardiotoxicité cardiaque induite par la
doxurubicine, agent utilisé en chimiothérapie contre le cancer, fait intervenir une
augmentation de 1’expression de miR-146a associée a une réduction du niveau d’expression
d’ErbB4 et de la survie des cardiomyocytes (Horie et al., 2010). De plus, miR-146a est
associe au vieillissement des cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale
(HUVEC) (Vasa-Nicotera et al., 2011; Olivieri et al., 2012) et son expression est rapportée
pour étre augmentée dans les cellules endothéliales microvasculaires humaines (HMVEC) par
le PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Ce composant est connu pour induire la protéine
kinase C qui elle-méme induit I’activité angiogeéne des cellules endothéliales (Hsieh et al.,
2010). MiR-146a est également impliqué dans le contr6le de la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires (Sun et al., 2011) et dans la régulation de la balance entre la
différenciation musculaire et la prolifération (Kuang et al., 2009). Il perturbe également la
prolifération des cellules hépatiques stellaires induite par le TGF-1 en plus d’augmenter leur
apoptose empéchant ainsi leur activation qui est nécessaire a la fibrose hépatique (He et al.,
2012). MiR-146a peut interférer avec le remodelage vasculaire induit lors d’une inflammation
en participant a la phase de résolution de 1’inflammation (Nazari-Jahantigh et al., 2012). On
retrouve également miR-146a dérégulé dans I’ostéoarthrose et ’identification de sa fonction
au sein des chondrocytes a montré qu’il était capable d’induire I’expression du VEGF ainsi

que I’apoptose, interférant ainsi avec la voie du TGF-p (Li et al., 2012).
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5. Les miARN extracellulaires

5.1. Les miARN extracellulaires peuvent servir de biomarqueurs
biologiques

5.1.1. Généralités

Il est désormais connu que les miARN intracellulaires peuvent étre exportés hors des
cellules et se retrouver dans la plupart des fluides biologiques comme le sérum ou le plasma,
la salive, I’urine, le lait maternel ou encore le liquide amniotique (Weber et al., 2010). Ces
miARN extracellulaires peuvent dans ce cas étre également appelés, miARN circulants. En
plus de leur grande accessibilité, les miARN circulants présentent plusieurs caractéristiques
intéressantes. Premiérement, ils sont tres stables. Il est en effet observé que leur expression
reste stable aprés conservation d’échantillons plasmatiques a température ambiante ou apres
plusieurs cycles de congélation décongélation, par exemple (Mitchell et al., 2008). De plus,
leur détection est rapide, reproductible et peut se faire a partir d’un faible volume de fluide
(Kroh et al.,, 2010). Pour toutes ces raisons, les miARN circulants constituent des
biomarqueurs biologiques non invasifs trés prometteurs.

C’est en 2008 qu'un miARN présent dans le plasma fut proposé pour la premicre fois
comme biomarqueur dans le cancer. MiR-141 est montré comme étant un biomarqueur
intéressant, dont 1’expression est significativement augmentée dans le plasma d’individus
atteints d’un cancer de la prostate par rapport a des individus sains (Mitchell et al., 2008). La
qualité du miARN étudié pour son r6le de biomarqueur se refléte dans le graphique appelé
courbe ROC. 1l s’agit d’un graphe qui, basé sur la détection du miARN d’intéret dans deux
populations de patients malades et de personnes saines, permet de se rendre compte de la
sensibilité et de la spécificité de ce biomarqueur. Une étude sur le carcinome a cellules rénales
a plus récemment montré que I’utilisation de deux miARN voire plusieurs plutét qu’un seul
permettait un diagnostic plus sensible et plus spécifique des patients effectivement atteints par

ce type de carcinome (Redova et al., 2012).

5.1.2. Biomarqueurs dans les pathologies cardiaques

Depuis 2008, une large proportion des publications valorisant 1’utilisation des miARN
circulants comme biomarqueur concerne le diagnostic du cancer. Mais trés vite aprés la
découverte du réle des miARN comme biomarqueurs sanguins, de nombreuses études ont

montré que les miIARN circulants constituaient également de bons biomarqueurs pour le
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diagnostic d’un bon nombre d’autres pathologies et notamment les maladies cardiovasculaires
(van Empel et al., 2012).

Par exemple, miR-423-5p est un bon biomarqueur de I’insuffisance cardiaque (Tijsen
et al., 2010). On peut également observer une réduction du niveau plasmatique de miR-126, -
17, -92a et -155 ainsi qu’une augmentation de miR-208a et miR-133a chez les patients
atteints de la maladie des artéres coronaires (Fichtlscherer et al., 2010). Dans le cas encore
d’un infarctus du myocarde aigu, les niveaux plasmatiques de miR-208b et miR-499 sont

augmentés (Corsten et al., 2010).

5.2. Les miARN extracellulaires permettent la communication
intercellulaire

5.2.1. Généralités

A c6té de leur role de biomarqueur, les miARN extracellulaires apparaissent de plus
en plus comme un moyen de communication entre cellules. 1l semble que ce transfert
d’information puisse se faire grace a ’inclusion de ces mIARN dans des microvésicules,
produites par les cellules donneuses et pouvant étre captées par des cellules receveuses afin
d’y transférer leur contenu en miARN notamment (Valadi et al., 2007). De trés récentes
études montrent que les MIARN extracellulaires pourraient également étre sécrétés en
association a des protéines de liaison a I’ARN (Wang et al., 2010; Arroyo et al., 2011;
Turchinovich et al., 2011) ou encore associés a des oxLDL (Vickers et al., 2011). Cependant,
le mod¢ele de I’inclusion des miARN extracellulaires dans les microvésicules reste le plus

communément admis a 1’heure actuelle.

5.2.2. Microvésicules

Les microvésicules extracellulaires sont une classe d’organelles membranaires
sécrétées par divers types cellulaires. Elles regroupent les ectosomes ou vésicules de rejet qui
sont des vésicules membranaires larges (100-1000 nm de diametre) libérées directement de la
membrane plasmique, les bourgeons apoptotiques (50-500 nm de diamétre) libérés par les
cellules en apoptose et les exosomes ou vésicules membranaires (40-100 nm de diamétres)
d’origine endocytique (Mathivanan et al., 2010). Les exosomes constituent le groupe de

microvésicules le plus étudié et le mieux décrit.
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5.2.3. Exosomes
5.2.3.1. Description, historique

Découverts dans les années 80, les exosomes ont d’abord été décrits pour étre produits
lors de la maturation des reticulocytes et pour posséder des caractéristiques de la membrane
plasmique de la cellule productrice en terme de composition protéique et lipidique.
Rapidement, ils furent considérés comme des organelles permettant 1’élimination des débris et
autres molécules cellulaires (Johnstone et al., 1987). 1l est désormais connu que les exosomes
sont de petites vesicules membranaires de 40 a 100 nm, d’origine endosomale, sécrétées dans
le milieu extracellulaire par une large variété de types cellulaires, comme par exemple, les
cellules B et T, les cellules épithéliales, endothéliales ou encore tumorales (Hunter et al.,
2008; Lakkaraju et al., 2008; Mitchell et al., 2008; Pegtel et al., 2010).

Ils sont formés par invagination de la membrane des endosomes, eux-mémes formés
par fusion de vésicules d’endocytose au sein de la cellule. Ces endosomes deviennent alors
des corps multivésiculaires qui, lorsqu’ils fusionnent avec la membrane plasmique, libérent
les exosomes dans le milieu extracellulaire (Figure 27) (Thery et al., 2002; Taylor et al.,
2008; Mathivanan et al., 2010). Ainsi, les exosomes possedent de nombreuses caractéristiques

membranaires de la cellule hote.
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5.2.3.2. Composition des exosomes

Ce qui a réellement créé un regain d’intérét pour les exosomes, c’est la découverte
qu’en plus de contenir des protéines et des lipides, ils contiennent de I’ARNm ainsi que des
miARN (Valadi et al., 2007). Les exosomes sont aujourd’hui reconnus pour constituer un réel
compartiment cellulaire organisé et non un ensemble de protéines et lipides présents
aléatoirement dans ces structures vésiculaires, comme le monde scientifique 1’a cru pendant
des années (Mathivanan et al., 2012). Outre leurs caractéristiques morphologiques et de
biogenése, les exosomes se différencient des autres microvésicules par certaines protéines ou
certains lipides qu’ils contiennent. De plus, la composition des exosomes peut étre influencée
par le type cellulaire des cellules productrices (Mathivanan et al., 2010; Vlassov et al., 2012).

La gamme de protéines detectées au sein des exosomes est trés large. Citons par
exemple, les tétraspanines (CD63, CD9, CD81), des protéines impliquées dans la biogenese
des corps multivésiculaires (Alix, TSG101, clathrine), des protéines de transport
membranaire, des protéines de fusion (GTPases dont les Rabs, annexines), d’adhésion ou
encore des molécules d’ubiquitine (Conde-Vancells et al., 2008 ; Vlassov et al., 2012). En
terme de lipides, on peut retrouver du cholestérol, des céramides, des sphingolipides et des
phosphoglycérides au sein des exosomes (Laulagnier et al., 2004; Batista et al., 2011). Enfin,
concernant les miARN, il semble y avoir une réelle sélection des miARN chargés dans les
exosomes au vu de différentes analyses transcriptomiques réalisées en paralléle sur I’ARN des
exosomes et sur I’ARN cellulaire d’origine. Certains miARN sont plus exprimés soit dans les
cellules productrices soit dans les exosomes sécrétés voire méme absents dans 1’un des deux

compartiments (Valadi et al., 2007; Taylor et al., 2008).

5.2.3.3. Transfert des exosomes aux cellules receveuses

De part leurs propriétés biologiques, les exosomes ont alors commencé a étre
fortement suspectés de permettre la communication entre cellules. Méme si en 2006, il a déja
été montré qu’il existait un transfert horizontal de I’ARN messager et de protéines entre
cellules (Ratajczak et al., 2006), c’est en 2007 que Valadi a montré pour la premiére fois
I’existence d’un transfert de miARN entre cellules, via les exosomes (Valadi et al., 2007).

Concernant le mode d’entrée des exosomes dans les cellules receveuses, plusieurs
hypothéses sont envisagées mais aucun modéle consensus n’est encore établit a 1’heure
actuelle. La spécificite cellulaire semble influencer le meécanisme impliqué. Ainsi, les

exosomes sont décrits pour étre soit endocytés (Tian et al., 2010) ou phagocytés (Feng et al.,
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2010), soit pour fusionner avec la cellule receveuse (Parolini et al., 2009). L’hypothése d’une

spécificité ou reconnaissance entre 1’exosome et la cellule receveuse est fortement soutenue.

5.2.4. Les miARN extracellulaires: transfert d’information

Le précurseur dans le domaine du transfert de miARN entre cellules via les exosomes,
Kosaka, a mis en évidence pour la premiere fois la fonction tenue par le miARN transféré aux
cellules receveuses. Dans un systéme d’expression forcée de miR-146a, il est montré que
miR-146a transféré a des cellules cancéreuses de la prostate PC3, via les exosomes, permet de
réduire leur prolifération (Kosaka et al., 2010). Depuis lors, on attribue aux miARN
extracellulaires transférés entre cellules une fonction importante dans de nombreux processus
biologiques tels que la régulation de I’immunité (Mittelbrunn et al., 2011) ou la migration
cellulaire (Zhang et al., 2010) ainsi que dans des processus pathologiques tels que le

développement tumoral (Yang et al., 2011) (Figure 28).

Figure 27. Schéma montrant le
transfert de mIARN via les
exosomes. Les mIARN sont
incorporés de facon sélective dans
les vésicules intraluminales des
corps multi-vésiculaires (MVB)
(1). Les corps multi-vésiculaires
fusionnent avec la membrane
plasmique, libérant leurs vésicules
intra-luminales dans le milieu
extracellulaire (2). Les exosomes
peuvent se lier a la membrane
plasmique d’une cellule cible (3).
IlIs peuvent soit fusionner avec la
membrane plasmique (4) soit étre
endocytés (5). Il en résulte le
transfert des miARN exosomaux
dans le cytosol de la cellule cible
ou ils peuvent réprimer des
ARNmM de la cellule héte. D aprées
(Stoorvogel, 2012).
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5.2.4.1. Transfert local

Parmi les quelques cas déja decrits, on retrouve par exemple miR-223 qui peut étre
transferé, via des exosomes, a partir de macrophages associés aux tumeurs vers des cellules
cancereuses mammaires, réduisant le phénotype invasif de ces dernieres (Yang et al., 2011).
Les cellules de carcinome hépatique s’échangent aussi entre elles des miARN via les
exosomes afin d’augmenter leur croissance et leur potentiel métastatique (Kogure et al.,
2011). Les cellules de leucémie monocytaires sont capable d’induire la migration des cellules
endothéliales par transfert de microvésicules contenant miR-150 (Zhang et al., 2010). Le
transfert de miR-133b entre cellules stromales mésenchymateuses et astrocytes induit la
croissance du corps cellulaire d’un neurone (Xin et al., 2012). Ou encore, le transfert du
cluster miR-143/145 & partir des cellules endotheliales vers les cellules musculaires lisses
favorise la protection contre 1’athérosclérose (Hergenreider et al., 2012). Plus étonnant
encore, les mMIARN viraux provenant de I’infection de cellules B, par le virus de I’Epstein-
Barr (EBV), sont transférés a des cellules dendritiques immatures ou ils sont capable de
diminuer 1’expression de CXCLI11, cytokine impliquée la stimulation immunitaire (Pegtel et
al., 2010). Enfin, il existe a I’heure actuelle un cas montrant que sans un rapprochement
particulier entre les cellules, le transert de miARN ne peut pas avoir lieu. Il est montré que
I’interface spécifique entre une cellule T et une cellule présentatrice d’antigéne, appelé la
synapse immunitaire, est strictement requis afin de permettre un transfert unidirectionel de

miARN via les exosomes (Mittelbrunn et al., 2011).

5.2.4.2. Transfert a distance

Une premiére étude a récemment montré que ce transfert de miARN entres cellules via
les exosomes pouvait s’effectuer a distance. Hood et ses collaborateurs ont montré que des
exosomes relargués par des cellules de mélanome sont capable de migrer jusqu’aux ganglions
lymphatiques sentinels afin de préparer le terrain pour 1’établissement de métastases par les
cellules cancéreuses (Hood et al., 2011). Mais aussi, un exemple encore plus récent montre
gue les exosomes dérivés du placenta protegent les nodules thyroidiens de toute attaque auto-
immune grace au transfert du cluster de miARN C19MC (Bullerdiek et al., 2012).
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But du travail

La PPCM est une maladie cardiaque mortelle caractérisée par un dysfonctionnement
systolique du ventricule gauche et des symptomes d’insuffisance cardiaque. A la fois
I’endothélium cardiaque et les cardiomyocytes sont affectés lors du développement de la
maladie chez la femme entre le dernier mois de grossesse et les 5 mois qui suivent
I’accouchement. De plus, il est maintenant connu que la PRL 16K est 1’¢lément clé dans le
développement de la PPCM (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Puisque 1’action de la PRL 16K
est spécifiquement endotheéliale (Martini et al., 2000; Nguyen et al., 2007; Nguyen et al.,
2011), notre but fut de déterminer comment I’effet de la PRL 16K sur les cellules
endothéliales du coeur pouvait se répercuter sur les cardiomyocytes dans la pathophysiologie
de PPCM.

Récemment découverts, les miARN sont des régulateurs d’un trés grand nombre de
processus biologiques et pathologiques. lls sont de plus en plus décrits pour étre impliqués
notamment dans la régulation de 1’angiogenése (Wu et al., 2009). Nous avons donc pensé que
certains MiIARN pouvaient étre régulés par la PRL 16K dans les cellules endothéliales afin
d’y jouer un role anti-angiogéne. De plus, les miARN sont nouvellement décrits pour pouvoir
étre exportés hors de la cellule productrice via des exosomes. Ces exosomes peuvent alors
interagir avec d’autres cellules afin d’y introduire les miARN qu’ils contiennent. Ces miARN
transférés vont alors pouvoir cibler certains génes dans ces cellules receveuses et y remplir
une fonction (Kosaka et al., 2010). Nous avons émis I’hypothése qu’il pouvait exister une
telle communication entre les cellules endothéliales et les cardiomyocytes via les miARN
suite a la production de PRL 16K lors du développement de PPCM. Ainsi, ce travail va
permettre de mieux comprendre la pathophysiologie de la PPCM et donc permettre de
déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques plus spécifiques de la maladie grace a
I’implication des miARN.

Finalement, depuis quelques années, les miARN sont également décrits pour étre
présents dans des fluides biologiques tels que le plasma. Ces miARN circulants constituent
des biomarqueurs de choix dans le diagnostic du cancer ou d’autres pathologies comme les
maladies cardiovasculaires (Mitchell et al., 2008; Tijsen et al., 2012). Au vu du manque de
specificité des biomarqueurs sanguins déja décrits pour étre modulés lors de la PPCM, nous
avons donc cherché a mettre en évidence la spécificité d’un miARN comme biomarqueur de

la PPCM.
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Note du promoteur de these

Un article reprennant les resultats de Julie Halkein etant en
cours de revision a la revue Journal of Clinical Investigation,
les resultats seront publiés aprés acceptation de ce
manuscrit.
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Résumé

La cardiomyopathie du péripartum (PPCM) est une maladie mortelle qui touche
certaines femmes entre le dernier mois de la grossesse et jusqu’a 5 mois apres
I’accouchement. Ces femmes présentent des symptdmes d’hypertension et un
dysfonctionnemment du ventricule gauche. A la fois I’endothélium et les cardiomyocytes sont
affectés dans le cceur des patientes atteintes de la PPCM et il a été récemment montré que le
fragment de 16 kDa de la prolactine (PRL 16K) était un facteur majeur dans la
pathophysiologie de la maladie. Dans notre laboratoire, nous travaillons depuis des années sur
les mécanismes d’action de la PRL 16K. Nous nous intéressons également aux microARN
(miARN), ces régulateurs de I’expression des genes décrits pour €tre impliqués dans la
plupart des processus physiologiques et pathologiques tels que I’angiogenese ou les maladies
cardiovasculaires. Ils sont également décrits depuis peu pour pouvoir étre sécrétés par une
cellule productrice et transférés a une cellule receveuse, via des microvésicules, afin d’y jouer
un role.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence que la PRL 16K est capable
d’induire I’expression de miR-146a au sein des cellules endothéliales via 1’activation de NF-
kB et d’induire son transfert via des microvésicules appelées exosomes. Ces exosomes
endothéliaux sont capable d’interagir avec les cardiomyocytes et le contenu en miR-146a y est
transféré. Au sein des cellules endothéliales, miR-146a posséde des propriétés anti-
angiogenes. Il réprime la prolifération et favorise I’apoptose des cellules endothéliales. Parmi
ses genes cibles potentiels, nous validons NRAS via lequel miR-146a pourrait médier une
partie de ses effets. Au sein des cardiomyocytes, nous avons mis en évidence un role de miR-
146a dans la répression du métabolisme corrélé a une diminution de 1’expression d’ErbB4.
Nous avons ensuite montré le r6le central tenu par miR-146a dans un modele murin de souris
développant la PPCM. On retrouve dans le cceur de ces souris un niveau augmenté de miR-
146a et un niveau diminué d’ErbB4 et de NRAS. De plus, I’inhibition de miR-146a dans ces
souris PPCM, via I’injection d’oligonucléotides anti-sens, permet de restaurer le phénotype
sain des souris PPCM. On observe une restauration de l’activité cardiaque ainsi qu’une
normalisation des niveaux d’expression de miR-146a et de ses genes cibles. Chez la femme
présentant une PPCM, les niveaux cardiaques de miR-146a et d’ErbB4 sont également
dérégulés. Ces résultats suggeérent que miR-146a tient un role central dans la pathophysiologie
de la PPCM et permet d’expliquer la dualit¢ d’action de la PRL 16K sur les cellules
endothéliales et les cardiomyocytes.

Enfin, les miARN extracellulaires présents dans le plasma constituent des
biomarqueurs de choix pour le diagnostic d’un grand nombre de pathologies. Ainsi, nous
avons mis en évidence un niveau d’expression plasmatique significativement plus élevé chez
les patientes atteintes d’une PPCM comparé a celui de femmes saines ainsi que de patientes
présentant également de I’insuffisance cardiaque di a une cardiomyopathie dilatée.

En conclusion, en plus d’étre un facteur impliqué de fagon centrale dans Ia
pathophysiologie de la PPCM et constituant dés lors une cible thérapeutique intéressante,
miR-146a permet un diagnostic spécifique de la maladie.



