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Résumé

Importance de I'étude

La compréhension des mécanismes qui conduisent a la différenciation de cellules souches
est I'objet principal de nombreuses études. L'accessibilité de 'ADN a des facteurs de transcription
dépend de la structure de la chromatine et de le degré de compactage. Analyses récentes des
modifications épigénétiques dans les cellules souches humaines et murines ont fourni de
nouvelles données sur les propriétés des cellules souches pluripotentes et de leur capacité de
différenciation. Ces mécanismes conduisent a une hiérarchie de la transcription qui est induite par
des facteurs de transcription et sont concus pour contrdler I'expression du géne sans altérer I'
ADN. La capacité des cellules souches multipotentes diminue avec le temps en raison de la
répression de certains genes qui ont une “signature" épigénétique. Les genes actifs dans les
cellules souches sont rendues silencieux progressivement avec le passage de leurs ancétres, et un
autre sous-ensemble de genes spécifiques de tissus sont activés. Cette progression est obtenue par
une expression sélective de facteurs de transcription qui reconnaissent et interagissent avec
diverses modifications épigénétiques de la chromatine. A la suite de ces événements, la
chromatine devient accessible pour la transcription dans certaines régions, ce qui permet la
différenciation spatiale et temporelle nécessaire pour les cellules souches de commande. Par
exemple, la protéine HP1 (protéine de I'hétérochromatinel) change sa distribution d'une
localisation dispersée dans des cellules souches embryonnaires a 1’une plus concentrée dans loci
distincts lors de la différenciation cellulaire. L'acétylation des histones a été considérée comme
un phénomene en corrélation avec une conformation de la chromatine ouverte qui a permis
I'expression de différents génes impliqués dans la différenciation. Actuellement il est observé que
dans I'état acetylé, des nombreux genes sont réprimes et donc la différenciation a une lignee
cellulaire spécifique est bloguée, en les maintienent dans I'état pluripotent. Manipulation de
I’activité des histone déacétylase pourrait étre un outil utile pour générer des populations de

cellules specifiques dans le but de les utiliser dans la transplantation.



Découvrir les modeles d'acétylation (“acetylation signature™) impliqués dans la
différenciation des cellules souches de différents types de cellules, ouvrant de nouvelles
opportunités a l'interface entre la chimie et la biologie des cellules souches, et peuvent fournir des
informations précieuses pour ameliorer les applications des cellules souches dans l'ingénierie
tissulaire et la médecine régénérative.

Dans ce contexte, |I' objectif de cette thése est d'étudier le rdle de l'acétylation des
histones dans la différenciation des cellules progénitrices endothéliales par I'analyse de
I'expression de marqueurs génétiques différents et des facteurs de transcription qui régulent
I'activité de ces genes. En outre, les études portant sur I'effet de I'acétylation sur le processus de
cellules progénitrices endothéliales dans la néovascularisation in vitro.

La thése est divisée en deux grandes parties : Partie | - L'état actuel des connaissances et
de la Partie 11 - Contributions originales.

La premiére partie présente I'état actuel des connaissances et est organisé en trois sections.

Sous-chapitre | présent des notions sur les caractéristiques et les propriétés des cellules
souches. Dans ce chapitre est présenté le modéle cellulaire utilisé, représenté par les cellules
progeénitrices endothéliales et leurs applications cliniques potentielles.

Sous-chapitre 1 fait un apercu des principales modifications épigénétiques. 1l décrit les
mécanismes d'action de ces changements et les enzymes impliquées dans leur mise en ceuvre.
Egalement dans cette section est décrit le role des modifications épigénétiques dans la
différenciation des cellules souches a diverses lignées cellulaires.

Sous-chapitre 111 décrit les mécanismes des acétylation des histones et leur réle dans la
différenciation des cellules souches. Ce chapitre présente les principales catégories d' histone
acétyltransférase et les histones désacétylases , les mécanismes d'action de 1’acétylation de
I'nistone et l'influence de I’acétylation sur la différenciation de cellules progénitrices
endothéliales.

Dans la deuxieme partie - « Contributions originales » sont présentés les résultats
d'expériences visant a étudier le réle de l'acétylation des histones dans la différenciation des
cellules progénitrices endothéliales et la capacité de la néovascularisation in vitro.

Chapitre 11.2 - " Matériels et Méthodes " décrit les principaux matériaux et techniques
utilisés dans les expériences, y compris de nombreuses techniques et de la biologie cellulaire et

moléculaire: PCR en temps réel, Western blot, cytométrie en flux, la microscopie électronique a



transmission et a balayage, immunocytochimie et immunohistochimie, méthodes colorimétrique
et fluorimétriques.
Chapitre 11.3 - " Résultats et discussion " présente les principaux résultats originaux

obtenus dans les études.

Résultats et discussion

La compréhension des mécanismes qui conduisent a la différenciation de cellules souches
est l'objet principal de nombreuses études. Analyses récentes des modifications épigénétiques
dans les cellules souches humaines et murines ont fourni de nouvelles données sur les propriétes
des cellules souches pluripotentes et de leur capacité de différenciation. Ces mécanismes
conduisent a une hiérarchie de la transcription qui est induite par des facteurs de transcription qui
sont destinés a contréler I'expression de genes sans modifier la structure de 'ADN. L'acétylation
des histones est considérée comme un phénomene en corrélation avec une conformation de la
chromatine ouverte, permettant |' expression de différents génes impliqués dans la
différenciation. Actuellement c’est observé que dans I'état acétylé, de nombreux genes sont
réprimés et donc la différenciation a une lignée cellulaire spécifique est bloqué, avec le maintien
de I'état pluripotent.

Dans cet étude, nous avons montré que le sang de cordon ombilical contient une riche
population de cellules progénitrices endothéliales avec un profil de 1’immunophénotype
caractéristique: CD31, CD34, CD133, CD144, CD146, VEGFR2. L’analyse moléculaire des
cellules obtenues a partir de sang de cordon ombilical a montré que dans ces cellules sont
exprimés a la fois les genes impliqués dans la morphogenése cardiovasculaire, des genes pour des
facteurs de transcription GATA2, GATA3, GATA4, et les genes caractéristiques des cellules
endotheliales: CD31, VE -cadhérine, VEGFR1, VEGFR2, VWF, CXCR4, Tie-2. Nous avons
également montré que les cellules progénitrices endothéliales ont une grande capacité de
prolifération et de migration en comparaison avec d'autres cellules souches feetales. Ces cellules
peuvent prendre LDL acétylé, et la lectine Ulex europaeus, réseau vasculaire peut étre formé, qui
montrent leur potentiel dans I'angiogenese et dans la réparation vasculaire. Cela a été confirmé en
utilisant des sections ventriculaires embryonnaires murines viable ou soumis a une ischémie, sur

lesquelles on a montré que les cellules progenitrices endothéliales ont la capacité d'intégrer et de



former des réseaux vasculaires. Nos résultats indiquent que les cellules progeénitrices
endothéliales formant les structures vasculaires seulement sections viables ventriculaires
embryonnaires murins, tandis que le ischémique seulement intégrer ces cellules, ce qui démontre
une communication directe avec l'autre.

Les résultats ont montré que l'acétylation des histones peut inhiber la différenciation des
cellules progénitrices endothéliales. Les inhibiteurs de désacétylation (VPA, TSA, BuA) gardent
la chromatine acétylée dans un état correspondant a un décondensent de forme.

Le niveau des désacétylases des histones a été diminué de maniere significative en
présence de ces inhibiteurs et le niveau de I’histone H3 acétylée a été augmenté et ces
changements ont été en corrélation avec I'expression de marqueurs de différenciation impliqués
dans des cellules progénitrices endothéliales. Les données de la biologie moléculaire et de
I'immunophénotypage des inhibiteurs de HDAC ont montré que I'abaissement de I'expression du
VWF, VEGFR2, eNOS, CD117, CD133, CD144, CXCR4 et Tie-2, alors que I'expression de
CD34 et de CD45 reste inchangée montrant que les désacétylases des histones sont impliquées
dans la différenciation des cellules endothéliale. Expression VE -cadhérine a été inhibée de
maniere significative a la fois au niveau de 'ARNmM et des protéines. Le mécanisme sous-jacent
de I'expression de la VE-cadhérine changement peut s'expliquer par ses facteurs de transcription
de type incapacité de HoxC6 pour interagir avec les histones acétylées dans le but d'activer le
promoteur de la VE- cadhérine. L'expression des génes de CXCR4, Tie-2 et VEGFR2
significativement diminué apres le traitement avec TSA, le mécanisme mis en jeu est contrélé par
des facteurs de transcription Hox dont I'expression est modulée en présence de ces inhibiteurs.
Nos résultats ont montré que, dans I'état acétylé expression de 1’HoxD9 dans les cellules
progénitrices endothéliales est augmentée a la fois au niveau dugene et de la protéine.

Le processus de néovascularisation est un processus complexe impliquant une série
d'étapes interconnectées conduisant a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins quand les
Iésions vasculaires se produisent dans les organes adultes. A la différence de I'angiogenese, qui
est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de certains neovascularisation
préexistant, celui ci a lieu par l'intermédiaire des cellules progénitrices endothéliales. lls sont
mobilisées a migrer, proliférer et se différencier au niveau du site cible, sous I'action de cytokines
et le micro-environnement. Nos résultats ont montré que I'acétylation inhibe la néovascularisation

in vitro, agissant dans les processus de prolifération, I'adhésion, la migration et la différenciation



des cellules progénitrices endothéliales. Des cellules progénitrices endothéliales ont montré une
diminution significative du niveau d'activité de la télomérase en comparaison avec le témoin, ce
qui indique une diminution de la prolifération cellulaire. La motilité cellulaire évaluée en utilisant
le " wound healing-assay " et par la mesure de I'impédance de la cellule, a montré que les
inhibiteurs de HDAC diminuent la motilité cellulaire aprés 24 heures suivant la stimulation.

En revanche, la chimiotaxie des cellules progénitrices endothéliales ont augmenté apres le
traitement par les inhibiteurs de HDAC, ce qui peut s'expliquer par le maintien du phénotype de
ces cellules progénitrices circulantes. En présence de 3 mM VPA on a montré une stimulation
significative de la chimiotaxie des cellules progénitrices endothéliales par I’angiopoiétine, VEGF
et SDF. Aprés la prolifération, la mobilisation, la migration des cellules endothéliales et
I'adhésion au site cible, la derniére étape consiste a organiser leur réseau vasculaire. Nous avons
poursuivi ce stage en termes d'acétylation. En poussant sur Matrigel en présence d' inhibiteurs de
HDAC de cellules progénitrices endothéliales on a montré qu'ils ne peuvent pas former des
réseaux vasculaires. Pour confirmer ces résultats, nous avons utilisé une autre matrice a base de
collagéne. Les résultats indiquent que les cellules progénitrices endothéliales isolées a partir de
sang de cordon ombilical ont été capables de survivre et de se conformer a la matrice de
collagene. De plus, ces cellules émettent des prolongements interagissent les uns avec les autres
et avec la matrice, en formant la structure du réseau. En état acétylé, les cellules progeénitrices
endothéliales perdent cette capacité, ce qui démontre que l'acétylation inhibe la
néovascularisation des cellules endothéliales in vitro.

Manipulation de I’activité de 1’histone deacétylase pourrait étre un outil utile pour générer
des populations spécifiques de cellules pour la transplantation. Découvrir les modéles
d'acétylation ("acetylation signature") impliqués dans la différenciation des cellules souches de
différents types ouvre de nouvelles opportunités a l'interface entre la chimie et la biologie des
cellules souches, et peuvent fournir des informations précieuses pour améliorer les applications

des cellules souches dans l'ingénierie tissulaire et la médecine régénérative.
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