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Résumé	

La	dégénérescence	vasculaire	et	 l’incapacité	 l’organisme	à	produire	des	vaisseaux	sanguins	de	
façon	adéquate	lors	d’une	condition	ischémique	est	un	fait	saillant	des	rétinopathies	ischémiques	
telles	que	la	rétinopathie	du	prématuré	(ROP).	La	ROP	demeure	la	principale	cause	de	défaillance	
visuelle	et	dans	les	cas	extrêmes,	de	cécité	chez	les	nourrissons	prématurés.	Elle	présente	deux	
phases	distinctes	soit	une	phase	initiale	clef	de	vasooblitération	(VO)	rétinienne	et	choroïdale	qui	
entraînent	la	deuxième	phase	de	néovascularisation	(NV)	rétinienne	désorganisée	et	excessive.	
Au	cours	du	développement	normal,	la	NV	oculaire	a	recours	au	phénomène	d’angiogenèse	qui	
consiste	en	la	formation	de	nouveaux	capillaires	à	partir	de	vaisseaux	préexistants	et	de	vasculo-
genèse	qui	consiste	en	la	formation	de	nouveaux	capillaires	à	partir	de	cellules	endothéliales	pro-
génitrices	dérivées	de	la	moelle	osseuse	(BM-EPCs).	Cette	vasculogenèse	implique	la	mobilisation	
des	EPCs	de	la	moelle	osseuse	vers	la	circulation	afin	d’être	recrutées	au	site	de	NV	pour	contri-
buer	de	façon	directe,	soit	en	intégrant	directement	les	structures	vasculaires	pour	former	des	
néovaisseaux,	ou	bien	de	façon	indirecte	par	leur	activité	paracrine	en	libérant	différents	facteurs	
de	croissance	vasculaires.	Toutefois,	les	mécanismes	moléculaires	impliqués	dans	la	dysfonction	
des	EPCs	lors	de	la	ROP	sont	encore	mal	compris.	Au	cours	de	mon	mémoire,	mes	travaux	ont	
ciblé	la	première	phase	de	VO	rétinienne	afin	de	promouvoir	la	revascularisation	par	une	thérapie	
basée	sur	une	supplémentation	d’EPCs	natives	ou	reprogrammées.	Compte	tenu	du	rôle	capital	
des	EPCs	dans	la	NV,	mon	mémoire	s’est	d’abord	intéressé	au	rôle	de	Nogo-A	(une	protéine	de	la	
famille	de	réticulon),	connue	pour	son	action	anti-angiogénique,	sur	l'activité	fonctionnelle	des	
EPCs	en	condition	de	ROP.	Pour	ce	faire,	nous	avons	utilisé	un	modèle	de	rétinopathie	induite	par	
l’oxygène	(OIR)	simulant	la	ROP.	L’objectif	global	de	ce	projet	consiste	à	évaluer	l’interrelation	
entre	l’effet	de	l’hyperoxie	(une	condition	clef	de	la	ROP)	sur	la	voie	de	signalisation	Nogo-A	et	de	
son	récepteur	NgR1	sur	la	fonction	des	EPCs.	Premièrement,	les	résultats	obtenus	montrent	une	
augmentation	de	l’expression	de	Nogo-A	et	NgR1	chez	les	BM-EPCs	soumis	ex	vivo	à	l’hyperoxie,	
mais	aussi	dans	les	EPCs	extraites	des	rats	OIR.	En	addition,	 l’augmentation	de	l’expression	de	
Nogo-A/NgR1	par	l’hyperoxie	corrèle	avec	la	dysfonction	angiogénique	des	EPCs	caractérisées	par	
une	diminution	de	leurs	capacités	de	migration	et	de	tubulogenèse.		De	façon	intéressante,	l’in-
hibition	de	Nogo-A	(par	un	peptide	neutralisant)	améliore	la	capacité	migratoire	et	tubulogénique	
des	EPCs,	et	protège	leur	fonction	contre	 l’hyperoxie.	Également,	 l’inhibition	de	Nogo-A	induit	
l’expression	du	facteur	angiogénique	et	mobilisateur	d’EPCs,	SDF-1,	suggérant	que	NgR1	régule	
négativement	l’expression	de	SDF-1.		Par	ailleurs,	nous	avions	également	pour	objectif	final	d’éva-
luer	l’efficacité	protectrice	d’une	supplémentation	d’EPCs	natives	ou	reprogrammées	(Nogo-/-)	
pour	améliorer	la	revascularisation	rétinienne	dans	un	modèle	de	rat	OIR.	Les	résultats	montrent	
qu’une	 supplémentation	 intrapéritonéale	 d’EPCs	 natives	 diminue	 significativement	 la	 VO	 réti-
nienne,	mais	que	cet	effet	pro-angiogénique	devient	plus	prononcé	par	le	traitement	d’EPCs	pré-
conditionnées	(reprogrammées	par	l’inhibition	de	Nogo-A)	chez	les	rats	OIR.	Collectivement,	nos	
résultats	démontrent	que	:	1)	l’hyperoxie	cause	une	dysfonction	angiogénique	des	BM-EPCs	en	
induisant	Nogo-A	ce	qui	contribue	à	la	VO	rétinienne	chez	les	rats	OIR,	et	que	2)	une	supplémen-
tation	d’EPCs	conditionnées	(reprogrammées	par	l’inhibition	de	Nogo-A)	est	plus	efficace	qu’une	



	 6	

supplémentation	d’EPCs	natives	pour	 améliorer	 la	 réparation	 vasculaire	 rétinienne.	 Pour	 con-
clure,	nous	mettons	donc	en	évidence	une	cible	potentielle	qui	est	 la	protéine	Nogo-A	afin	de	
préserver	l’activité	biologique	des	EPCs	et	ultimement,	l’intégrité	vasculaire	chez	les	rats	OIR.		

	

Mots-clés	:	Cellule	endothéliale	progénitrice	(EPC),	angiogenèse,	revascularisation,	rétinopathie	
induite	par	l’oxygène	(OIR),	Nogo-A,	NgR1.	
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Abstract	

Vascular	degeneration	and	the	inability	of	the	body	to	produce	adequate	blood	vessels	during	an	
ischemic	condition	is	a	salient	feature	of	ischemic	retinopathies	such	as	retinopathy	of	prema-
turity	(ROP).	ROP	remains	the	leading	cause	of	visual	impairment	and	in	extreme	cases,	blindness	
in	premature	infants.	It	presents	two	distinct	phases:	a	key	initial	phase	of	retinal	and	choroidal	
vasoobliteration	(VO)	which	leads	to	the	second	phase	of	disorganized	and	excessive	retinal	neo-
vascularization	(NV).	During	normal	development,	ocular	NV	uses	the	phenomenon	of	angiogen-
esis	which	consists	of	the	formation	of	new	capillaries	from	pre-existing	vessels	and	vasculogen-
esis	which	consists	of	the	formation	of	new	capillaries	from	progenitor	endothelial	cells	derived	
from	the	marrow	bone	(BM-EPCs).	This	vasculogenesis	involves	the	mobilization	of	EPCs	from	the	
bone	marrow	to	the	circulation	in	order	to	be	recruited	at	the	NV	site	to	contribute	directly,	either	
by	directly	integrating	the	vascular	structures	to	form	new	vessels,	or	indirectly	by	their	paracrine	
activity	by	releasing	different	vascular	growth	factors.	However,	the	molecular	mechanisms	in-
volved	in	the	dysfunction	of	EPCs	during	ROP	are	still	poorly	understood.	During	my	thesis,	my	
work	targeted	the	first	phase	of	retinal	VO	in	order	to	promote	revascularization	by	therapy	based	
on	supplementation	of	native	or	reprogrammed	EPCs.	Given	the	capital	role	of	EPCs	in	NV,	my	
thesis	was	first	interested	in	the	role	of	Nogo-A	(a	protein	of	the	reticulon	family),	known	for	its	
anti-angiogenic	action,	on	the	functional	activity	of	EPCs	in	ROP	condition.	To	do	this,	we	used	an	
oxygen-induced	retinopathy	(OIR)	model	simulating	ROP.	The	overall	objective	of	this	project	is	
to	assess	the	interrelationship	between	the	effect	of	hyperoxia	(a	key	condition	of	ROP)	on	the	
Nogo-A	signaling	pathway	and	its	NgR1	receptor	on	the	function	of	EPCs.	First,	the	results	ob-
tained	show	an	increase	in	the	expression	of	Nogo-A	and	NgR1	in	BM-EPCs	subjected	to	hyperoxia	
ex	vivo,	but	also	in	EPCs	extracted	from	OIR	rats.	In	addition,	the	increase	in	the	expression	of	
Nogo-A	/	NgR1	by	hyperoxia	correlates	with	the	angiogenic	dysfunction	of	EPCs	characterized	by	
a	decrease	in	their	capacity	for	migration	and	tubulogenesis.	Interestingly,	inhibition	of	Nogo-A	
(by	a	neutralizing	peptide)	improves	the	migratory	and	tubulogenic	capacity	of	EPCs,	and	protects	
their	function	against	hyperoxia.	Also,	inhibition	of	Nogo-A	induces	expression	of	the	angiogenic	
and	mobilizing	factor	of	EPCs,	SDF-1,	suggesting	that	NgR1	negatively	regulates	the	expression	of	
SDF-1.	In	addition,	our	final	objective	was	also	to	evaluate	the	protective	efficacy	of	supplemen-
tation	of	native	or	reprogrammed	EPCs	(Nogo	-	/	-)	to	improve	retinal	revascularization	in	an	OIR	
rat	model.	The	results	show	that	intraperitoneal	supplementation	of	native	EPCs	significantly	de-
creases	retinal	VO,	but	that	this	pro-angiogenic	effect	becomes	more	pronounced	by	treatment	
of	preconditioned	EPCs	(reprogrammed	by	inhibition	of	Nogo-A)	in	OIR	rats.	Collectively,	our	re-
sults	demonstrate	that:	1)	hyperoxia	causes	angiogenic	dysfunction	of	BM-EPCs	by	inducing	Nogo-
A	which	contributes	to	retinal	VO	in	OIR	rats,	and	that	2)	supplementation	of	conditioned	(repro-
grammed	by	inhibition	of	Nogo-A)	is	more	effective	than	supplementation	of	native	EPCs	in	im-
proving	retinal	vascular	repairs.	To	conclude,	we	therefore	highlight	a	potential	target	which	is	
the	Nogo-A	protein	in	order	to	preserve	the	biological	activity	of	EPCs	and	ultimately,	vascular	
integrity	in	OIR	rats.	
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Chapitre	1	–	Introduction	

1.1	 Rétinopathie	du	prématuré	

1.1.1	Description,	statistique	et	pronostique	

	

La	rétinopathie	du	prématuré	(ROP)	est	un	trouble	prolifératif	qui	touche	les	vaisseaux	sanguins	

de	la	rétine	et	de	la	choroïde	en	développement	chez	les	nourrissons	prématurés	pesant	environ	

2,75	livres	ou	moins	et	qui	sont	nés	avant	31	semaines	d’âge	gestationnel	(1).	La	ROP	peut	mener	

à	un	retard	de	croissance	vasculaire,	causant	des	défaillances	visuelles,	et	ultimement,	dans	les	

cas	les	plus	sévères,	au	décollement	total	de	la	rétine	et	a	la	cécité	(2).	Les	vaisseaux	sanguins	

formés	sont	qualifiés	d’anormaux	puisqu’ils	sont	fragiles	et	peuvent	se	perforer	facilement	(1).	Il	

y	a	cinq	stades	possibles.	Le	premier	et	le	deuxième	consistent,	respectivement,	à	une	croissance	

légèrement	et	modérément	anormale	des	vaisseaux	sanguins.	La	pathologie	se	résout	elle-même	

sans	traitement.	Cependant,	c’est	à	partir	du	troisième	que	la	croissance	est	gravement	anormale	

et	que	le	traitement	sera	envisageable	afin	de	prévenir	le	décollement	de	la	rétine.	Au	quatrième	

stade,	la	rétine	est	partiellement	décollée	et	au	cinquième,	elle	est	complètement	décollée	(1).	

La	ROP	est	l’une	des	principales	causes	de	défaillance	visuelle	et	de	cécité	chez	les	nourrissons	

prématurés	au	monde	entier	(3).	En	effet,	elle	est	la	deuxième	cause	de	cécité	dans	les	pays	in-

dustrialisés	tels	que	les	États-Unis	avec	des	statistiques	de	6%	à	18%	(4).	Selon	le	Réseau	néonatal	

canadien,	approximativement	57%	des	bébés	dont	l’âge	gestationnel	était	inférieur	à	24	semaines	

présentaient	une	ROP	de	type	sévère,	c’est-à-dire	des	bébés	au	stade	3,	4	ou	5	ou	bien	ayant	reçu	

un	traitement	au	laser	ou	une	injection	intraoculaire	(5).	Les	statistiques	montrent	que	moins	le	

bébé	est	né	tôt,	plus	faibles	seront	les	chances	de	présenter	une	ROP	de	type	sévère.	En	effet,	

41%	des	bébés	présentent	une	ROP	sévère	à	24	semaines,	20%	à	25	semaines,	10%	à	26	semaines,	

5%	à	27	semaines	et	1%	à	28,	29	et	31	semaines	(5).	Ceci	concorde	avec	le	poids	du	bébé,	plus	le	

bébé	est	petit	et	pèse	moins,	plus	il	a	des	risques	de	développer	une	ROP	(6).	De	plus,	selon	Na-

tional	Eye	Institute,	des	3.9	millions	de	nouveau-nés	aux	États-Unis,	28	000	pesaient	2,75	livres	
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ou	moins	et	parmi	ces	derniers,	14	000	à	16	000	étaient	atteints	d’un	des	stades	de	la	ROP	(1).	

Cependant,	ce	n’est	qu’une	minorité	qui	présentera	des	stades	avancés	de	la	ROP.	En	effet,	de	

tous	les	bébés	atteints	de	ROP,	90%	seraient	à	un	stade	non	avancé	et	donc	ne	nécessiteraient	

pas	de	traitements.	Environ	1	100	à	1	500	bébés	se	rendent	à	un	stade	de	ROP	qui	nécessite	un	

traitement	et	400	à	600	perdent	la	vision	complète	(1).	Les	principaux	traitements	utilisés	seule-

ment	à	des	stades	avancés	de	la	ROP	sont	le	traitement	au	laser	et	la	cryothérapie	qui	tous	les	

deux	visent	à	éliminer	 la	partie	périphérique	de	 la	 rétine	qui	présente	des	vaisseaux	sanguins	

anormaux	(1,	7)	.	Ceci	occasionne	une	perte	de	la	vision	latérale,	mais	maintient	la	vision	centrale	

qui	est	la	plus	importante	(1).	Cette	pathologie	oculaire	demande	davantage	à	être	étudiée	afin	

de	pouvoir	contrôler	plus	précisément	les	causes.	
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1.1.2	 Mécanismes	physiopathologiques	de	la	ROP	et	rôle	de	l’hyperoxie	

	

La	ROP,	décrite	pour	la	première	fois	par	Terry	en	1942,	comporte	deux	phases	distinctes,	la	va-

sooblitération	(VO)	et	la	néovascularisation	(NV)	(figure	1)	(8).	La	vasculature	rétinienne	humaine	

commence	habituellement	à	la	16e	semaine	de	gestation	et	se	termine	au	terme,	donc	à	la	40e	

semaine	 (9).	 Autour	 de	 la	 34e	 semaine,	 la	 croissance	 vasculaire	 intrarétinienne	 se	 conçoit	 de	

mieux	en	mieux.	Le	réseau	capillaire	se	crée	du	centre	vers	la	périphérie	de	la	rétine.	À	la	36e	

semaine,	la	vasculature	se	complète	du	côté	nasal	et	du	côté	temporal	à	la	40e	semaine.	Ainsi,	

lors	de	la	naissance,	la	vasculature	rétinienne	est	complètement	développée	(10,	11).	Cependant,	

un	bébé	né	prématurément	aura	une	vasculature	immature	et	sera	hautement	vulnérable	à	la	

détérioration	de	celle-ci	(12).	C’est	ainsi	que	se	présente	la	phase	initiale	de	la	ROP	qui	est	l’arrêt	

de	la	croissance	vasculaire	et	la	dégénérescence	vasculaire	des	microvaisseaux	de	la	rétine.	Ce	

phénomène	initial	est	appelé	la	vasooblitération	(VO).	Elle	est	associée	à	un	arrêt	de	la	croissance	

des	vaisseaux	sanguins	vers	la	périphérie	de	la	rétine	(13).	Cette	dégénérescence	vasculaire	va	

créer	un	environnement	hypoxique	en	raison	du	manque	d’oxygène	et	de	nutriments	apportés	

aux	 tissus	 (14).	Ce	qui	mène	éventuellement	à	 l’ischémie	de	 la	 rétine.	Afin	de	compenser	aux	

dégâts	 de	 cette	 première	 phase,	 l’organisme	 va	 engendrer	 une	 angiogenèse	 désorganisée	

(néovascularisation)	qui	consiste	à	la	deuxième	phase	de	la	maladie	(figure	1).	Cette	NV	se	qualifie	

comme	étant	pathologique	puisqu’elle	est	anarchique	et,	si	non	traitée,	mène	ultérieurement	à	

une	perte	de	vision	partielle	ou	complète	(15).	Par	ailleurs,	le	développement	de	la	ROP	est	aussi	

associé	à	une	dégénérescence	vasculaire	choroïdienne.	La	ROP	crée	un	environnement	sous-réti-

nien	hypoxique	qui	mène	à	une	involution	de	la	choroïde.	Sachant	que	la	choroïde	est	la	source	

principale	d’oxygène	et	de	nutriments	aux	photorécepteurs	et	à	l’épithélium	pigmentaire	rétinien	

(EPR),	il	a	été	montré	qu’il	y	a	une	perte	de	l’intégrité	de	l’EPR	et	une	dégénérescence	des	photo-

récepteurs.	Contrairement	à	la	rétine,	la	choroïde	ne	procède	pas	à	une	NV.	Alors,	elle	reste	donc	

légèrement	plus	mince	que	la	normale	(16,	17).	
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Les	principaux	facteurs	contribuant	au	développement	de	la	ROP	sont,	entre	autres,	associés	à	un	

faible	poids	à	la	naissance,	un	bas	âge	gestationnel	et	l’administration	élevée	d’oxygène	(hype-

roxie)	donné	aux	bébés	prématurés	(3).	Ce	dernier	constitue	l’un	des	facteurs	les	plus	importants	

dans	la	pathogenèse	de	la	ROP	(18).	En	effet,	afin	d’assurer	la	survie	du	prématuré,	ce	dernier	est	

exposé	à	un	excès	d’oxygène	après	la	naissance.	D’une	part,	même	en	air	ambiant,	l’environne-

ment	extra-utérin	est	hyperoxique	comparé	à	l’environnement	intra-utérin.	Ceci	s’explique	par	la	

saturation	de	l’hémoglobine	qui	est	d’environ	70%	 in	utero,	alors	qu’elle	est	de	100%	pour	un	

bébé	normal	respirant	l’air	ambiant	(19).	D’autre	part,	en	raison	de	la	naissance	prématurée	du	

bébé,	ce	dernier	peut	présenter	une	insuffisance	respiratoire	et	d’autres	comorbidités	qui	néces-

sitent	en	plus	l’administration	d’oxygène	(20).	Donc	la	saturation	élevée	en	oxygène,	une	condi-

tion	appelée	hyperoxie,	corrèle	avec	un	risque	plus	élevé	de	rétinopathie.	Toutefois,	il	a	été	dé-

montré	 qu’en	 limitant	 la	 saturation	 d’hémoglobine	 avec	 l’oxygène,	 donc	 en	 réduisant	 le	 taux	

d’oxygène	donné	au	bébé,	les	taux	de	ROP	diminuent	(19).	Sachant	que	le	surplus	d’oxygène	a	un	

grand	rôle	à	 jouer	dans	 la	ROP,	 il	est,	avant	tout,	 important	de	comprendre	 le	flux	sanguin	au	

niveau	de	la	rétine	interne.	Cette	circulation	est	modulée	par	divers	facteurs	systémiques	tels	que	

des	hormones	circulantes	et	des	innervations	autonomes	et	par	des	facteurs	régulant	la	circula-

tion	locale	tels	que	la	variation	de	la	pression	de	perfusion,	le	pH	et	la	pression	artérielle	partielle	

de	l’oxygène	et	du	dioxyde	de	carbone	(21).	Le	flux	sanguin	de	la	rétine	est	surtout	médié	par	les	

facteurs	 locaux	 puisqu’elle	 manque	 d’autonomie	 pour	 l’innervation	 vasculaire.	 Sa	 capacité	

d’autorégulation	du	flux	sanguin	est	limitée	(21,	22).	De	plus,	chez	les	nourrissons	prématurés,	

l’autorégulation	du	flux	sanguin	de	la	choroïde	qui	est	la	principale	couche	vasculaire	qui	fournit	

de	l’oxygène	à	la	rétine	externe	est	absente	en	raison	de	sa	vasculature	non	terminée	(22).	En	

condition	hyperoxique,	 il	a	été	démontré	que	le	réseau	vasculaire	de	la	rétine	se	contracte	de	

façon	semblable	chez	le	bébé	et	l’adulte.	Cependant,	contrairement	aux	adultes,	le	réseau	vascu-

laire	de	la	choroïde	chez	le	nouveau-né	ne	se	contracte	pas	en	hyperoxie.	Quand	la	pression	par-

tielle	de	l’oxygène	ou	la	pression	de	perfusion	augmentent,	il	est	difficile	de	garder	le	flux	sanguin	

de	la	rétine	et	de	la	choroïde	constantes,	ce	qui	peut	expliquer	l’apport	exagéré	d’oxygène	ap-

porté	 à	 la	 rétine	 (23).	 Le	 prématuré	 présente	 des	 concentrations	 élevées	 de	 prostaglandines	

(PGD2	et	PGE2)	et	de	monoxyde	d’azote	(NO)	qui	influencent	grandement	le	tonus	vasomoteur	et	
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la	réponse	autorégulatrice	(24,	25).	C’est	pourquoi	le	bébé	prématuré	est	incapable	de	gérer	l’ap-

port	d’oxygène	fourni	à	la	rétine.	Par	ailleurs,	l’augmentation	de	la	pression	partielle	du	dioxyde	

de	carbone	(CO2)	(hypercapnie)	chez	les	nourrissons	qui	sont	ventilés	et	qui	présentent	des	lé-

sions	pulmonaires	est	un	autre	facteur	jouant	un	rôle	important	dans	la	dérégulation	du	flux	san-

guin	de	la	rétine	et	de	la	choroïde.	En	effet,	l’hypercapnie	aiguë	augmente	le	débit	sanguin	ocu-

laire	chez	les	prématurés	et	cela	est	dépendant	de	la	PGE2	(25,	26).	Autrement	dit,	si	l’hypercapnie	

est	soutenue,	alors	PGE2	induit	l’expression	de	l’oxyde	nitrique	synthase	endothéliale	(eNOS)	qui	

à	son	tour	libère	NO.	Ce	dernier	va	médier	l’augmentation	de	l’hémodynamique	oculaire	induite	

par	le	CO2	et	va	réduire	de	plus	belle	l’autorégulation	du	flux	sanguin	oculaire.	De	façon	intéres-

sante,	des	études	ont	montré	que	l’hypercapnie	est	associée	à	la	ROP	chez	l’homme	et	les	ani-

maux	de	laboratoire	(25-27).		

	

	

Figure	1.	–	 Les	deux	différentes	phases	de	la	ROP.		

La	première	est	la	vasooblitération	(VO)	qui	est	caractérisée	par	une	dégénérescence	des	vais-

seaux	sanguins	au	niveau	de	la	rétine	et	de	la	choroïde	causée	par	un	excès	d’oxygène	administré	

au	bébé	prématuré.	La	deuxième	phase	est	la	NV	qui	se	caractérise	par	la	formation	de	nouveaux	

vaisseaux	sanguins	anarchiques	et	pathologiques.	Figure	adaptée	de	:	(Rivera	and	al	2017)	
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1.1.3	 Rôle	pathologique	du	stress	oxydatif	et	de	l’inflammation	dans	la	ROP	

	

L’excès	d’oxygène	donné	aux	nourrissions	prématurés,	 ainsi	que	 l’environnement	extra-utérin	

hyperoxique	cause	un	stress	oxydatif.	Ce	stress	se	produit	lors	d’un	débalancement	entre	la	pro-

duction	de	radicaux	libres	oxygénés	en	condition	d’hyperoxie	et	les	défenses	antioxydantes	(28).	

Il	faut	prendre	note	que	le	système	de	défense	antioxydant	est	en	faible	quantité	chez	les	bébés	

prématurés.	Alors,	ils	sont	très	à	risque	de	subir	une	attaque	radicalaire.	On	parle,	entre	autres,	

des	antioxydants	comme	le	superoxyde	dismutase	(SOD),	la	catalase,	les	vitamines	E	et	C,	le	glu-

tathion	peroxydase	et	l’hème-oxygénase-1	(28).	Les	dérivés	réactifs	de	l’oxygène	(ROS)	sont	des	

radicaux	libres	dérivés	de	l’oxygène	et	d’autres	molécules	réactives	non	radicalaires.	Ce	sont	des	

molécules	de	signalisation	possédant	une	grande	réactivité.	Un	radical	libre	est	un	atome	ou	une	

molécule	possédant	un	électron	non	pairé	qui	le	rend	moins	stable	(29).	On	compte,	entre	autres,	

l’anion	superoxyde	(O2-),	le	radical	hydroperoxyle	(HO2-),	le	radical	hydroxyle	(OH-),	le	peroxyde	

d’hydrogène	(H2O2)	et	les	radicaux	lipidiques	(L-)	(30).	Produites	en	quantité	normale	dans	une	

cellule	saine,	ces	molécules	exercent	des	fonctions	telles	que	la	prolifération,	la	migration,	et	par-

ticipent	à	la	guérison	de	plaies	et	à	la	réponse	inflammatoire	contre	des	pathogènes.	Lorsqu’elles	

sont	produites	de	façon	excessive,	elles	vont	exercer	des	effets	cytotoxiques	(figure	2)	qui	peu-

vent	mener	à	l’apoptose	ou	la	nécrose	(31).	Les	dommages	dont	on	parle	sont	surtout	des	altéra-

tions	au	niveau	des	protéines,	des	acides	nucléiques	et	des	lipides	membranaires.	Une	des	actions	

néfastes	des	radicaux	libres	à	laquelle	la	rétine	est	vulnérable	est	la	peroxydation	des	lipides	étant	

donné	que	la	rétine	est	riche	en	acides	gras	polyinsaturés	(28).	Chez	le	prématuré,	les	peroxydes	

vont	activer	la	cyclo-oxygénase	et	vont	engendrer	la	production	de	thromboxane	A2	(TXA2)	(32).	

Des	facteurs	pro-inflammatoires	sont	produits	en	même	temps,	dont	le	facteur	d’activation	pla-

quettaire	(33).	Ces	derniers	jouent	un	rôle	dans	la	première	phase	de	VO	de	la	ROP	par	la	vaso-

constriction	et	en	exerçant	une	toxicité	sur	les	cellules	endothéliales	(ECs)	(32,	33).	Par	ailleurs,	

les	isoprostanes,	qui	sont	des	médiateurs	lipidiques	médiés	par	l’augmentation	de	la	TXA2,	jouent	

aussi	un	rôle	dans	la	VO	rétinienne	(34).	Dans	la	ROP,	l’hyperoxie	de	la	première	phase	enclenche	

la	production	de	ROS,	car	l’oxygène	est	le	substrat	pour	la	synthèse	de	plusieurs	ROS	(figure	2)	

(35).	À	 la	deuxième	phase,	qui	est	 la	NV,	un	 stress	oxydatif	et	nitrosatif	est	produit.	En	effet,	
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l’oxyde	nitrique	synthase	endothéliale	(eNOS),	neuronale	(nNOS)	et	inductible	(iNOS)	et	NO	sont	

activés	en	condition	hypoxique	(36).	Donc,	lorsque	l’anion	superoxyde	(O2-)	réagit	avec	NO,	le	

produit	formé	est	ONOO-	(anion	peroxynitrite).	Ce	dernier	est	un	dérivé	réactif	de	l’azote	qui	fait	

de	la	nitrosylation	et	qui	possède	des	caractéristiques	similaires	aux	ROS.	Il	cause	des	dommages	

semblables	aux	ROS.	Alors,	en	hypoxie,	la	nitrosylation	est	augmentée	et	les	produits	de	la	nitra-

tion	bouleversent	la	viabilité	des	cellules	endothéliales	et	la	NV	rétinienne	(25,	37).	D’où	la	NV	

anarchique	de	la	ROP.		

L’inflammation	joue	un	rôle	clef	dans	la	progression	de	la	ROP.	Il	a	été	montré	que	l’inflammation	

prénatale,	périnatale	et	postnatale	sont	associées	à	une	augmentation	du	risque	de	développer	

la	ROP	(38).	Autres	que	les	cellules	immunitaires,	les	principaux	acteurs	de	l’inflammation	sont	

les	cytokines	et	les	chimiokines.	Ces	petites	protéines	sont	sécrétées	par	les	cellules	immunitaires	

et	remplissent	des	fonctions	centrales	dans	l’inflammation	distincte	comme	dans	l’évolution	de	

la	ROP	(39).	Contrairement	à	la	réponse	au	stress	oxydatif,	le	fœtus	et	le	bébé	né	avant	terme	ont	

la	 capacité	 de	 donner	 une	 réponse	 inflammatoire	 significative.	 Ceci	 est	 souvent	 observé	 lors	

d’une	infection	maternelle	transmise	au	nourrisson	(40,	41).	Les	processus	inflammatoires	sont	

finement	régulés	et	les	concentrations	des	cytokines	sont	en	homéostasie	(42).	Par	exemple,	une	

augmentation	 de	 la	 concentration	 d’une	 cytokine	 est	 souvent	 associée	 à	 une	 augmentation	

d’autres	cytokines,	amplifiant	la	boucle	inflammatoire	et	l’inflamasôme.		

Les	cytokines	 interleukine-1b	 (IL-1b),	 le	tumor	necrosis	 factor	 (TNF-a)	et	 l’interleukine-6	(IL-6),	

agissent	en	première	ligne	comme	déclencheurs	de	l’inflammation	lors	d’infection	ou	de	dom-

mages	tissulaires	(43).	De	plus,	ils	ont	la	capacité	de	réguler	l’activation	des	récepteurs	de	cyto-

kines	qui	mène	à	une	régulation	à	la	hausse	des	effecteurs	tels	que	les	chimiokines	et	les	molé-

cules	d’adhésions	(ex.	VCAM	et	ICAM)	pour	les	monocytes	et	macrophages	(44).	Des	études	ont	

montré	que	l’IL-1b	et	le	TNF-a	produits	par	les	cellules	microgliales	rétiniennes	exposées	en	hy-

poxie	produisent	des	dommages	au	niveau	de	la	rétine	(45).	Par	ailleurs,	 IL-1b	est	associé	à	 la	

dégénération	du	réseau	vasculaire	rétinien	dans	le	modèle	de	la	rétinopathie	induite	par	l’oxy-

gène	(OIR)	(46).	Dans	la	choroïde,	il	occasionne	la	régression	des	vaisseaux	sanguins	de	la	choroïde	

(involution	choroïdale),	entraînant	une	rétine	externe	hypoxique	et	donc	une	perte	de	l’intégrité	

de	l’EPR	et	des	photorécepteurs	(16).	D’autres	cytokines	exercent	un	rôle	anti-inflammatoire	tel	
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que	IL-10	et	IL-4,	qui	sont	en	mesure	de	protéger	le	développement	du	cerveau	et	de	la	rétine	

lors	d’une	inflammation	(47).	Cependant,	des	effets	inverses	de	l’IL-10	ont	pu	être	observés	dans	

le	modèle	OIR	chez	la	souris	en	participant	à	une	angiogenèse	pathologique	(48).	Collectivement,	

selon	les	résultats,	IL-10	réduit	tout	de	même	la	prévalence	des	ROP	sévère	(49).	Pour	ce	qui	est	

du	IL-4,	aucune	différence	de	concentration	n’a	pu	être	observée	chez	les	bébés	contrôles	et	les	

bébés	avec	ROP	(50).		

D’autre	part,	 les	chimiokines	participent	au	processus	d’inflammation	par	leur	capacité	de	chi-

miotaxie	et	de	réguler	le	mouvement	des	cellules	immunitaires	au	site	d’inflammation	(51).	Plu-

sieurs	se	démarquent	dans	la	ROP	tels	que	IL-6,	IL-7,	IL-8,	RANTES	(C-C	Motif	Chemokine	Ligand	

5),	protéine	chimiotactique	des	monocytes	1	(MCP-1)	et	l’interféron-inducible	T-cell	a	chemoat-

tractant	(I-TAC)	(52).	Premièrement,	IL-8	participe	à	l’inflammation	et	la	néovascularisation	pa-

thologique	dans	les	yeux	(53).	Sa	haute	concentration	dans	le	sérum	d’un	nouveau-né	humain	est	

associée	au	développement	de	 la	ROP	ultérieurement	 (54).	D’autres	observations	ont	montré	

l’association	d’une	haute	concentration	d’IL-8	lors	du	pic	de	néovascularisation	pathologique	chez	

le	modèle	de	rat	ROP	(55).	Deuxièmement,	MCP-1	est	surtout	connu	par	son	pouvoir	de	recrute-

ment	des	monocytes	afin	d’amplifier	l’inflammation,	mais	il	possède	aussi	la	capacité	de	pertur-

ber	la	barrière	hématoencéphalique	et	il	participe	à	des	maladies	neurodégénératives	(56,	57).	

D’autres	études	ont	démontré	que	les	nourrissons	prématurés	développant	la	ROP	présentent	

une	concentration	de	MCP-1	élevée	dans	le	sérum	du	cordon	comparé	aux	bébés	prématurés	en	

santé	et	aux	bébés	nés	à	terme	(58).	Aussi,	une	concentration	élevée	de	MCP-1	dans	l’humeur	

vitrée	des	patients	atteints	de	rétinopathie	et	des	modèles	d’animaux	est	associée	à	l’induction	

de	la	néovascularisation	rétinienne	en	attirant	les	macrophages	et	les	cellules	microgliales	durant	

la	phase	de	dégénérescence	vasculaire	de	la	rétinopathie	(59,	60).	Finalement,	le	rôle	de	RANTE,	

le	ligand	de	chimiokine	5,	qui	a	un	grand	rôle	dans	l’immunité	innée,	n’est	pas	très	connu	dans	la	

ROP,	mais	des	études	ont	tout	de	même	montré	qu’il	jouerait	un	rôle	protecteur	lors	de	la	ROP	

(61,	62).	
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Figure	2.	–	 Le	stress	oxydatif	lors	de	la	ROP.		

Lors	de	la	phase	hyperoxique,	il	y	a	une	augmentation	de	la	synthèse	des	ROS	qui	favorise	la	VO.	

Lors	de	la	phase	hypoxique	causée	par	la	dégénérescence	des	vaisseaux,	il	y	a	aussi	des	ROS	pro-

duits	qui	vont	participer	à	la	NV	pathologique.	Figure	adaptée	de	:	(Graziosi	and	al	2020)	
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1.1.4	 Les	traitements	classiques	dans	la	ROP	

	

La	ROP,	comme	mentionnée	plutôt,	comporte	cinq	phases	définissant	l’évolution	de	la	maladie	

qu’on	peut	classifier	de	léger	à	sévère.	Les	phases	un	et	deux	ne	requièrent	pas	de	traitements,	

car	la	croissance	de	vaisseaux	sanguins	anormaux	est	légère	à	modérée	et	donc	le	bébé	développe	

une	vision	normale	ultérieurement.	À	la	phase	trois,	la	croissance	anormale	de	la	vasculature	est	

sévère.	L’état	de	certains	arrive	à	s’améliorer	sans	traitement,	mais	habituellement	des	traite-

ments	sont	utilisés	à	ce	stade	afin	de	prévenir	le	décollement	de	la	rétine	(1).	On	parle	du	traite-

ment	au	laser	et	de	la	cryothérapie	qui	sont	des	chirurgies	invasives	des	yeux.	Le	premier	consiste	

à	brûler	la	périphérie	de	la	rétine	qui	contient	des	vaisseaux	sanguins	anormaux	(63).	La	cryothé-

rapie	a	le	même	objectif,	mais	elle	y	arrive	grâce	à	un	instrument	générant	une	température	gla-

ciale	qui	touche	sèchement	certaines	parties	de	la	surface	de	l’œil	recouvrant	la	périphérie.	Cette	

ablation	de	la	périphérie	de	la	rétine	a	pour	but	de	ralentir	ou	bien	d’inverser	la	croissance	micro-

vasculaire	 anormale.	 Comme	 tout	 traitement,	 cela	 est	 accompagné	 d’effets	 secondaires	 tels	

qu’une	certaine	perte	de	la	vision	périphérique.	Ceci	se	fait	en	raison	de	maintenir	la	vision	cen-

trale	qui	demeure	la	plus	 importante	(64).	En	ce	qui	concerne	les	deux	dernières	phases	de	la	

ROP,	la	quatrième	indique	un	décollement	partiel	de	la	rétine	et	la	cinquième,	un	décollement	

complet	de	 la	rétine.	Dans	ces	cas-là,	deux	options	sont	possibles,	 le	flambement	scléral	ou	 la	

vitrectomie	(65).	Le	flambement	scléral	consiste	à	placer	une	bande	de	silicone	autour	des	yeux	

et	de	serrer	celle-ci	afin	d’empêcher	le	corps	vitré	de	tirer	davantage	le	tissu	rétinien	et	de	per-

mettre	l’aplatissement	de	la	rétine,	donc	son	rattachement	sur	l’arrière	de	l’œil	pour	retrouver	

sa	position	initiale.	Étant	donné	que	la	croissance	des	yeux	continue	après	la	naissance,	le	nour-

risson	doit	garder	cette	bande	pendant	des	mois	voire	des	années	(65,	66).	La	vitrectomie,	comme	

son	nom	l’indique,	consiste	à	enlever	le	corps	vitré	et	à	le	remplacer	par	une	solution	saline.	Ceci	

permettra	d’avoir	accès	à	la	rétine	afin	de	soit	replacer	ou	couper	le	tissu	rétinien	décollé.	Cette	

intervention	se	fait	qu’à	la	phase	cinq	(65).		
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Il	existe	également	un	traitement	prometteur	qui	montre	des	résultats	favorables.	Il	s’agit	d’un	

traitement	par	 injection	 intravitréenne	de	deux	anticorps	monoclonaux,	 le	bevacizumad	ou	 le	

ranibizumad,	 qui	 s’opposent	 au	 facteur	 de	 croissance	 vasculaire	 endothélial	 (VEGF).	 Ces	 anti-

VEGF	traitent	certaines	maladies	rétiniennes	proliférantes,	dont	 la	ROP.	 Ils	se	sont	avérés	plus	

efficaces	que	le	traitement	au	laser	en	ce	qui	a	trait	aux	anomalies	structurales	dans	la	zone	cen-

trale	de	la	rétine	(67).	Toutefois,	cette	stratégie	requiert	davantage	d’études	puisque	certaines	

études	ont	montré	que	cela	menait	malgré	 tout	au	décollement	complet	de	 la	 rétine	 (68).	Ce	

traitement	exige	d’amples	études.	En	bref,	ces	traitements	visent	la	deuxième	phase	de	la	mala-

die,	c’est-à-dire,	lorsque	les	dommages	vasculaires	ont	déjà	apparu.	Cependant,	mon	étude	ci-

blera	la	première	phase	de	la	ROP	afin	de	protéger	la	vasculature	et	donc	d’éviter	la	deuxième	

phase.	
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1.2	 Le	développement	vasculaire	

1.2.1	 La	néovascularisation	et	revascularisation	post-ischémique	:	proces-

sus	impliqués	:	angiogenèse	et	vasculogenèse	

	

Dans	un	environnement	hypoxique	où	le	tissu	est	en	manque	de	nutriments	et	d’oxygène	allant	

jusqu’à	 l’ischémie,	 l’organisme	 va	 réduire	 les	 dommages	 tissulaires	 en	 ayant	 recours	 à	 une	

néovascularisation	(NV)/revascularisation	(RV)	post-ischémique.	La	NV	est	la	création	d’un	nou-

veau	réseau	vasculaire	(figure	3)	qui	permet	une	circulation	sanguine	fonctionnelle	(69).	À	la	nais-

sance,	le	système	circulatoire	est	déjà	développé	et	l’humain	n’a	recours	à	la	NV,	dans	sa	vie,	que	

pour	des	cas	précis	tels	que	la	réparation	tissulaire,	 la	cicatrisation	et	le	cycle	menstruel.	C’est	

surtout	en	condition	pathologique	que	l’organisme	va	générer	une	NV.	Dans	différentes	maladies,	

elle	peut	causer	des	problèmes	en	étant	excessive	(ex.	angiogenèse	tumorale,	rétinopathie)	ou	

insuffisante	(ex.	maladie	cardiovasculaire	ischémique)	(70).	C’est	le	cas	de	la	deuxième	phase	de	

la	ROP	où	la	NV	est	excessive	et	anarchique.	La	NV	se	fait	à	l’aide	de	deux	processus	complémen-

taires	et	importants,	l’angiogenèse	et	la	vasculogenèse	(figure	3).	Ceux-ci	sont	les	principaux	mé-

canismes	pour	la	formation	de	nouveaux	capillaires.	Il	faut	tout	d’abord	faire	la	distinction	entre	

ces	deux	phénomènes	vasculaires.	Comme	illustrée	à	la	figure	3,	l’angiogenèse	est	la	formation	

de	nouveaux	capillaires	à	partir	de	vaisseaux	sanguins	préexistants	et	la	vasculogenèse	consiste	

en	la	formation	de	nouveaux	capillaires	(de	novo)	à	partir	des	cellules	progénitrices,	en	particulier	

les	cellules	endothéliales	progénitrices	(EPCs)	(71).	Tout	d’abord,	 l’angiogenèse	comporte	trois	

grandes	étapes	qui	commencent	par	l’activation,	l’élongation	et	la	résolution.	Le	processus	com-

mence	par	le	bourgeonnement	du	vaisseau	pour	ensuite	s’allonger	afin	de	former	le	tubule	et	la	

lumière	du	vaisseau.	Il	se	termine,	finalement,	par	un	remodelage	des	nouveaux	vaisseaux	tout	

en	assurant	sa	maturation	et	sa	stabilisation.	Des	facteurs	pro-angiogéniques	(ex	:	ANG2,	VEGF,	

FGF,	etc.)	sont	impliqués	dans	ces	étapes	afin	d’assurer	différents	rôles	tout	au	long	de	la	forma-

tion	des	vaisseaux	(72).	Ensuite,	la	vasculogenèse,	comme	mentionnée,	a	recours	aux	EPCs.	Ces	

cellules	peuvent	développer	 le	phénotype	des	cellules	endothéliales	et	donc	posséder	un	rôle	

angiogénique.	En	effet,	elles	sont	capables	de	prolifération,	migration	et	différenciation	et	sont	



	 35	

positives	pour	différents	marqueurs	hématopoïétiques	tels	que	le	CD34,	CD117,	CD133	et	pour	

des	marqueurs	endothéliaux,	dont	 le	CD31,	 la	 lectine	et	 le	 	VEGFR2	(73).	Plusieurs	études	ont	

confirmé	leur	potentiel	angiogénique	en	montrant	qu’ils	peuvent	se	différencier	en	cellules	en-

dothéliales,	migrer	jusqu’au	site	d’angiogenèse	active	et	s’incorporer	aux	vaisseaux	pour	partici-

per	directement	à	la	formation	de	néovaisseaux	(74).	

	

	

Figure	3.	–	 Distinction	entre	l’angiogenèse	et	la	vasculogenèse.		

L’angiogenèse	et	 la	vasculogenèse	sont	 impliquées	dans	 la	néovascularisation	et	sont	 les	deux	

principaux	processus	formant	de	nouveaux	capillaires.	L’angiogenèse	correspond	à	la	formation	

de	capillaires	à	partir	de	vaisseaux	déjà	existants,	alors	que	la	vasculogenèse	est	médiée	par	les	

EPCs	provenant	de	la	moelle	osseuse.	Figure	adaptée	de	:	(Afzal	and	al	2007)	
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1.2.2	 Les	étapes	du	processus	angiogénique	:	définition	et	mécanisme	

	

La	dérégulation	de	l’angiogenèse	est	déclenchée	par	un	débalancement	de	l’équilibre	physiolo-

gique	des	facteurs	pro-	et	anti-angiogéniques,	un	phénomène	appelé	rupture	de	la	switch	angio-

génique,	menant	à	une	activation	excessive	du	processus	ou	bien	une	inhibition	(75).	Afin	de	ra-

mener	l’organisme	dans	son	état	physiologique	normal,	celui-ci	essayera	d’inhiber	l’angiogenèse	

abusive	qui	a	lieu	par	exemple	dans	une	tumeur	et	de	l’activer	en	situation	ischémique	comme	

présentée	dans	la	ROP	(76).	Le	mécanisme	de	l’angiogenèse	comprend	trois	grandes	phases	:	la	

phase	d’activation,	 la	phase	de	maturation	et	 la	phase	de	résolution.	Ces	phases	peuvent	être	

décrites	 en	 résumé	 par	 un	 épisode	 d’activation	 et	 d’hyperperméabilité,	 de	 dégradation	 de	 la	

membrane	basale,	de	prolifération	et	de	migration	des	ECs	et	de	formation	et	stabilisation	des	

tubules	illustrés	à	la	figure	4	(72).	En	condition	physiologique,	les	vaisseaux	sanguins	possèdent	

une	perméabilité	sélective	grâce	aux	jonctions	cellulaires	serrées	de	leur	endothélium.	La	stabilité	

des	vaisseaux	quiescents	est	assurée	par	leur	membrane	basale	qui	les	entoure	et	par	diverses	

cellules	murales	(77).	En	premier	lieu,	l’angiogenèse	s’active	par	une	libération	de	facteurs	pro-

angiogéniques	(ex	:	VEGF,	FGF,	IGF,	ANG,	etc.)	des	tissus	en	condition	hypoxique	ou	bien	dans	

une	autre	condition	pathologique.	Ces	facteurs	ont	pour	rôle	principal	d’aller	activer	différents	

récepteurs	à	la	surface	des	ECs,	entre	autres	le	plus	important,	le	récepteur	de	VEGF,	VEGFR2,	

afin	d’enclencher	une	cascade	de	signalisation	 intracellulaire	qui	va	mener	à	activer	 les	méca-

nismes	impliqués	dans	l’angiogenèse.	VEGF	qui	est	un	facteur	pro-angiogénique	agit	dans	cette	

phase	d’activation	en	dilatant	les	vaisseaux	en	même	temps	d’augmenter	leur	perméabilité	mem-

branaire	permettant	la	sortie	des	protéines	plasmatiques.	Plus	précisément,	lorsque	VEGF	stimule	

ses	récepteurs,	entre	autres	VEGFR2,	une	panoplie	de	voies	de	signalisation	s’activent	à	leur	tour	

promouvant	la	vasodilatation,	l’hyperperméabilité,	la	migration,	la	prolifération	et	la	survie	des	

ECs	(78).	La	production	de	NO	stimulé	par	VEGF	permet	la	vasodilatation	et	l’hyperperméabilité	

membranaire	des	vaisseaux	(79).	L’augmentation	de	la	perméabilité	permet	l’extravasation	des	

protéines	plasmatiques	 servant	de	niche	pour	 la	migration	 initiale.	 S’ensuivent	une	perte	des	

jonctions	cellulaires	des	ECs	par	internalisation	des	protéines	d’adhésion	intercellulaire	et	un	dé-

tachement	des	péricytes,	les	cellules	murales	des	capillaires,	de	la	paroi	des	vaisseaux.	Dans	le	
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but	de	faire	migrer	les	ECs	et	de	permettre	leur	prolifération	par	la	suite,	les	métalloprotéinases	

matricielles	(MMP)	doivent	obligatoirement	dégrader	la	membrane	basale	et	la	matrice	extracel-

lulaire.	La	dégradation	de	cette	dernière	va	en	plus	permettre	la	libération	de	plusieurs	molécules	

pro-angiogéniques.	Le	tout	permet	enfin	le	bourgeonnement	du	vaisseau	sanguin	(72,	78).	Ce-

pendant,	 le	 bourgeonnement	 requiert	 une	migration	 et	 une	 prolifération	 organisées,	 d’où	 la	

phase	de	maturation	du	bourgeon	angiogénique	qui	s’entame.	Donc,	en	deuxième	lieu,	la	phase	

de	maturation	est	assurée	par	deux	types	d’ECs	qui	possèdent	des	caractéristiques	morpholo-

giques	et	fonctionnelles	différentes.	Il	y	a	les	tips	cells	qui	se	chargent	de	guider	la	migration	dans	

un	sens	précis	grâce	à	leur	forte	capacité	migratoire.	Ils	se	servent	d’un	gradient	de	facteurs	chi-

miotactiques	pour	migrer	dans	le	bon	sens.		Et	il	y	a	les	stalks	cells	qui	suivent	les	tips	cells	et	qui	

eux	ont	un	plus	grand	pouvoir	prolifératif.	De	plus,	ils	ont	la	capacité	d’ajouter	des	jonctions	cel-

lulaires	entre	les	cellules	et	de	produire	des	composantes	de	la	membrane	basale	(80).	Ils	per-

mettent	donc	une	bonne	élongation	du	bourgeon.	En	dernier	lieu,	après	le	bourgeonnement	et	

la	création	de	la	lumière	du	nouveau	vaisseau,	il	est	nécessaire	que	ce	dernier	subisse	une	matu-

ration	qui	implique	le	remodelage	du	vaisseau,	la	formation	de	la	barrière	endothéliale,	l’appel	

aux	péricytes	et	la	formation	de	la	matrice	extracellulaire	(72).	L’objectif	est	aussi	de	stabiliser	les	

néovaisseaux	 et	 ceci	 se	 fait	 par	 la	 voie	 du	 facteur	 de	 croissance	 vasculaire,	 l’angiopoïétine	 2	

(ANG2)	et	de	son	récepteur	endothélial	TIE-2	(tyrosine	kinase	with	immunoglobulin-like	and	EGF-

like	domains).	Effectivement,	 leur	 liaison	va	 inhiber	 les	 rôles	pro-angiogéniques	du	VEGF.	Ceci	

permettra	de	maintenir	les	jonctions	cellulaires	et	d’instaurer	l’état	de	quiescence.	D’autres	fac-

teurs	de	croissance	tels	que	le	PDGF-B	(platelet-derived	growth	factor-B)	et	le	TGF-b1	(transfor-

ming	growth	factor-b1)	sécrétés	par	les	ECs	vont	permettre	la	stabilisation	du	néovaisseau.	PDGF-

B,	par	sa	capacité	chimiotactique,	permet	le	recrutement	des	péricytes	en	se	liant	à	son	récepteur	

positionné	sur	ces	mêmes	cellules,	alors	que	TGF-b1	différencie	les	cellules	souches	en	péricytes	

et	encourage	la	migration	et	la	prolifération	de	ces	cellules	murales.	Par	ailleurs,	TGF-b1	contribue	

également	à	la	production	de	la	matrice	extracellulaire	et	empêche	sa	dégradation	à	l’aide	de	la	

voie	activée	par	son	récepteur	TGFBR1.	 Il	a	aussi	 la	capacité	d’inhiber	 la	prolifération	des	ECs	

lorsque	ceux-ci	sont	en	contact	direct	avec	les	péricytes	maintenant	donc	la	quiescence	des	ECs	
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(81-83).	Enfin,	c’est	dans	cet	ordre	précis	d’étapes	qu’il	est	possible	d’obtenir	des	néovaisseaux	

stables	et	fonctionnels.	

	

	

Figure	4.	–	 Les	différentes	étapes	de	l’angiogenèse.		

Les	vaisseaux	dans	un	état	stable	(A)	initialement	sont	déstabilisés	et	leur	perméabilité	augmente	

(B)	permettant	l’extravasation	des	protéines	plasmatiques.	La	membrane	basale	et	la	matrice	ex-

tracellulaire	sont	dégradées	à	l’aide	de	MMPs	permettant	la	libération	de	facteurs	de	croissance	

(C).	Il	y	a	migration	et	prolifération	des	ECs	(D)	afin	de	former	le	néovaisseau	(E).	Figure	adaptée	

de	:	(Montemagno	and	Pagès	2020)	
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1.2.3	 Les	principaux	facteurs	pro-	et	anti-angiogéniques	

	

Les	facteurs	angiogéniques	endogènes,	en	particulier,	leurs	concentrations	dans	le	microenviron-

nement	tissulaire	permettent	de	moduler	l’angiogenèse.	Par	exemple,	une	haute	concentration	

en	facteurs	pro-angiogénique	(VEGF,	FGF,	PDGF,	ANG,	IGF	et	TGF-b)déclenche	le	processus	an-

giogénique,	alors	qu’une	concentration	élevée	de	facteurs	anti-angiogéniques	(angiostatine,	en-

dostatine,	TSP,	INF,	IL-4,	IL-12,	IL-18	et	PF4)	inhibe	l’angiogenèse	locale	(72).	Parmi	ces	différents	

facteurs,	le	plus	important	est	le	VEGF,	qui	joue	un	rôle		essentiel	dans	plusieurs	étapes	du	pro-

cessus	angiogénique	en	condition	physiologique	et	pathologique	 (84).	Ce	 facteur	pro-angiogé-

nique	possédant	sept	isoformes	soit	VEGF-A	à	F	et	PIGF	se	lie	à	trois	récepteurs	VEGFR1	à	VEGFR3	

(85).	C’est,	entre	autres,	sa	liaison	au	VEGFR2,	qui	est	le	principal	récepteur	angiogénique	présent	

sur	 les	ECs,	qui	va	permettre	d’activer	plusieurs	cascades	de	signalisation	 intracellulaire	 impli-

quées	dans	la	migration,	la	prolifération	et	la	tubulogenèse	des	ECs.	De	plus,	VEGFR2	est	aussi	

exprimé	par	les	cellules	hématopoïétiques	neuronales	et	rétiniennes	(86,	87).	En	plus	de	partici-

per	très	activement	à	l’angiogenèse,	le	VEGF	est	également	impliqué	dans	la	vasculogenèse	et	la	

lymphangiogenèse	(85).	 	Deuxièmement,	les	FGF	(fibroblast	growth	factor)	possèdent	des	pro-

priétés	pro-angiogéniques	similaires	aux	VEGF,	mais	ne	jouent	pas	un	rôle	aussi	important	que	

ceux-ci.	Ils	sont	une	famille	de	23	(FGF-1	à	23)	qui	lient	quatre	récepteurs	(FGFR1	à	FGFR4)	(88).	

FGF-1	et	FGF-2	sont	les	plus	importants	dans	l’angiogenèse	et	sont	sécrétés	par	plusieurs	types	

cellulaires,	dont	les	fibroblastes,	essentiellement,	mais	également	par	des	ECs	endommagées	et	

des	macrophages.	Ils	sont	normalement	localisés	dans	un	réservoir	situé	au	niveau	de	la	mem-

brane	basale	et	en	périphérie	de	la	matrice	extracellulaire.	En	ce	qui	a	trait	à	leur	rôle,	ils	favori-

sent	la	prolifération	des	ECs,	des	fibroblastes,	des	macrophages	et	des	cellules	musculaires	lisses.	

C’est	surtout	le	FGF-2	qui	possède	davantage	de	fonctions	pro-angiogénique	comme	permettant	

notamment	 de	 promouvoir	 la	 production	 de	 VEGF,	 le	 remodelage	 vasculaire,	 la	 perméabilité	

membranaire,	la	migration	des	ECs	et	l’expression	d’intégrines.	Le	FGF-2	peut	aussi	induire	l’ex-

pression	de	MMPs,		la	synthèse	de	fibronectine	par	les	ECs,	qui	à	leur	tour	vont	favoriser	la	pro-

téolyse	et	le	remodelage	de	la	matrice	extracellulaire	(MEC)	(89).	Troisièmement,	il	y	a	la	famille	
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des	PDGF	(platelet-derived	growth	factor)	qui	comprend	cinq	isoformes	localisées	dans	les	gra-

nules	de	plaquettes	et	qui	lient	trois	différents	récepteurs.	Les	ECs	n’expriment	que	le	récepteur	

PDGFR-BB	et	c’est	la	liaison	à	ce	récepteur	qui	va	enclencher	le	bourgeonnement	des	vaisseaux,	

la	formation	des	tubules	et	la	prolifération	des	péricytes	(cellules	murales)	et	des	cellules	muscu-

laires	 lisses.	Comme	mentionné	dans	 la	section	précédente,	 les	péricytes	sont	nécessaires	à	 la	

maturation	et	stabilisation	des	nouveaux	vaisseaux	formés.	Alors,	PDGF	joue	un	rôle	important	

dans	l’étape	de	stabilisation	des	néovaisseaux	(72,	90).	Quatrièmement,	la	cytokine	TGF-b1	est	

un	autre	facteur	angiogénique	exerçant	des	effets	pro-	et	anti-angiogéniques	selon	la	concentra-

tion	locale.	C’est	à	faible	concentration	(<0,5	ng/mL)	qu’il	exerce	ses	fonctions	pro-angiogéniques.	

Parmi	ses	fonctions,	le	TGF-b1	favorise	également	la	différenciation	et	la	prolifération	des	cellules	

murales	et	la	stabilisation	des	interactions	entre	les	ECs	et	les	pericytes,	mais	également,	régule	

l’état	de	quiescence	des	ECs.	En	plus	de	ces	différentes	fonctions,	TGF-b1	stimule	l’angiogenèse	

en	activant	des	cellules	inflammatoires	qui	peuvent	sécréter	des	facteurs	angiogéniques	(72,	89).	

Finalement,	il	existe	quatre	angiopoïétines	(ANG-1	à	4)	liant	les	récepteurs	endothéliaux	Tie-1	et	

Tie-2.	ANG-1	et	ANG-2	sont	les	principaux	facteurs	jouant	un	rôle	dans	l’angiogenèse.	L’associa-

tion	de	l’ANG-1	à	Tie-2	va	activer	la	signalisation	impliquée	dans	l’angiogenèse	et	va	favoriser	la	

survie	des	ECs.	L’ANG-1	participe	également	à	la	stabilisation	vasculaire	en	inhibant	l’expression	

de	l’ANG-2.	Contrairement	à	l’ANG-1	qui	active	l’angiogenèse,	l’ANG-2	va	empêcher	ANG-1	d’ac-

tiver	Tie-2,	ce	qui	va	déstabiliser	les	vaisseaux	sanguins.	Des	études	ont	montré	qu’en	état	phy-

siologique,	la	liaison	ANG-2	et	Tie-2	maintient	la	quiescence	des	vaisseaux,	alors	qu’en	hypoxie,	

l’ANG-2	est	induit	afin	d’empêcher	cette	liaison	pour	promouvoir	la	déstabilisation	des	vaisseaux	

qui,	elle,	mène	à	la	phase	initiale	de	l’angiogenèse.	D’autres	études	ont	montré	que	la	présence	

et	l’absence	du	VEGF	a	un	grand	rôle	à	jouer	dans	la	fonction	de	l’ANG-2.	En	présence	de	VEGF,	

l’ANG-2	stimule	 la	migration	et	 la	prolifération	des	ECs,	alors	qu’en	absence	de	VEGF,	 l’ANG-2	

exerce	un	effet	pro-apoptotique	sur	les	ECs	menant	à	la	dégénérescence	des	vaisseaux	(72,	89,	

90).	En	bref,	comme	le	PDGF-B	et	le	TGF-b1,	les	ANG	participent	au	processus	de	stabilisation/dé-

stabilisation	des	vaisseaux	sanguins.	En	ce	qui	à	trait	à	la	régulation	négative	de	l’angiogenèse,	

elle	se	fait	grâce	à	différents	facteurs	anti-angiogéniques,	dont	l’important	inhibiteur	endogène	

de	l’angiogenèse	et	de	la	croissance	tumorale,	la	thrombospondine	1	(TSP-1).	Elle	exerce	son	rôle	
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anti-angiogénique	en	inhibant	les	voies	de	signalisation	de	VEGF	et	FGF-2	et	elle	induit	l’expres-

sion	du	ligand	de	FAS	(protéine	de	la	famille	du	facteur	de	nécrose	tumorale	(TNF))	afin	de	favo-

riser	le	processus	apoptotique	des	ECs	(91,	92).	L’endostatine	est	un	autre	important	facteur	anti-

angiogénique	qui	possède	de	nombreuses	fonctions,	dont	l’atténuation	des	effets	pro-angiogé-

niques	du	VEGF	en	antagonisant	son	récepteur	VEGR2.	En	plus	d’inhiber	la	prolifération	des	ECs,	

elle	est	capable	de	réduire	l’expression	de	divers	gènes	participant	à	la	croissance	et	la	migration	

des	ECs	et	 inhibe	de	nombreux	MMPs	(92,	93).	Certaines	 interleukines	régulent	négativement	

l’angiogenèse.	Par	exemple,	l’IL-4	bloque	l’activité	du	FGF,	l’IL-12	favorise	la	synthèse	d’INF	et	IL-

18	empêchant	la	NV	au	niveau	de	la	cornée	et	de	l’embryon	(92,	94,	95).	Enfin,	il	y	a	le	PF4	(platelet	

factor-4)	sécrété	par	les	granules	des	plaquettes	qui	exerce	ses	fonctions	négatives	sur	l’angioge-

nèse	en	liant	directement	FGF-2	dans	le	but	d’empêcher	sa	liaison	à	son	récepteur	endothélial.	

Le	PF4	peut	aussi	inhiber	l’action	du	VEGF	de	plusieurs	façons	(92,	96).		
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1.2.4	 La	voie	de	signalisation	du	VEGF	

	

Le	VEGF	est	le	plus	important	facteur	angiogénique,	car	il	participe	à	la	majorité	des	étapes	du	

processus	angiogénique.	Il	active	de	nombreuses	voies	de	signalisation	par	ces	trois	récepteurs,	

plus	particulièrement	le	VEGFR2,	majoritairement	présent	sur	les	ECs	(85).	Tout	d’abord,	un	des	

puissants	inducteurs	de	l’angiogenèse	est	l’hypoxie.	Il	est	connu	que	les	tissus	hypoxiques	vont	

donc	activer	l’angiogenèse	pour	compenser	pour	répondre	aux	manques	d’oxygénation	et	de	nu-

triments.	 C’est,	 entre	 autres,	 par	 le	 système	HIF	 (hypoxia	 inductible	 factor),	 en	 condition	 hy-

poxique,	que	l’angiogenèse	est	régulée.	HIF-1	est	un	facteur	de	transcription	qui	gère	la	libération	

de	facteurs	de	croissance	et	de	survie	des	tissus	hypoxiques.	Il	s’agit	de	l’élément	régulateur	de	

l’angiogenèse	le	plus	important	grâce	à	sa	sensibilité	à	l’oxygène.	Cette	sensibilité	lui	est	procurée	

par	sa	sous-unité	HIF-1a.	Ce	facteur	de	transcription	est	une	protéine	hétérométrique	située	dans	

le	noyau	et	qui	possède	deux	sous-unités,	HIF-1a	et	HIF-1b.	Le	gène	de	HIF-1	est	transcrit	de	ma-

nière	constitutive.	Compte	tenu	de	sa	sensibilité	à	l’oxygène,	HIF-1a	est	très	instable	en	normoxie	

ce	qui	le	conduit	à	subir	une	hydroxylation	par	des	enzymes	prolyl-hydroxylases	qui	le	dirige	au	

protéosome	pour	 être	 dégradé.	 Inversement,	 en	 condition	 hypoxique,	 la	 sous-unité	 demeure	

stable	et	ne	subit	pas	d’hydroxylation.	Elle	est	donc	acheminée	dans	 le	noyau	pour	former	un	

complexe	actif	avec	HIF-1b	et	d’autres	cofacteurs	afin	d’activer	la	transcription	de	plusieurs	gènes	

impliqués	dans	les	différentes	phases	de	l’angiogenèse	(97,	98).	Parmi	ces	gènes,	HIF-1a	produit	

des	activateurs	de	facteurs	de	croissance	qui	augmente	l’expression	de	VEGF.	Son	expression	est	

également	augmentée	par	l’hypoxie	et	des	oncoprotéines.	L’expression	de	VEGF	peut	aussi	être	

induite	par	d’autres	facteurs	de	transcription	tels	que	NF-kB	(nuclear	factor-kappa	B),	AP-1	(acti-

vator	protein-1)	et	SP1	(specificity	protein	1)	(99).	De	plus,	des	médiateurs	endogènes	peuvent	

aussi	réguler	l’expression	du	VEGF.	Le	plus	puissant	est	le	NO	(100).	Une	fois	VEGF	exprimé,	il	va	

activer	ses	récepteurs	de	type	tyrosine	kinase	qui	possède	un	domaine	transmembranaire	et	un	

domaine	tyrosine	kinase	intracellulaire.	Lorsque	VEGF	se	lie	à	un	de	ses	trois	récepteurs	une	homo	

ou	hétérodimérisation	se	produit	menant	à	un	changement	de	conformation	qui	active	le	récep-

teur	pas	autophosphorylation	des	tyrosines.	Cette	autophosphorylation	crée	des	sites	de	liaison	

pour	des	médiateurs	ayant	un	domaine	SH2	(Src	Homology	2).	C’est	à	la	suite	de	la	liaison	des	
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médiateurs	que	les	voies	de	signalisation	intracellulaire	vont	s’activer	(85,	86).	La	figure	5	résume	

ces	voies	de	signalisation.	Le	récepteur,	VEGFR1,	n’est	pas	autant	actif	que	les	deux	autres	récep-

teurs,	donc	il	n’augmente	pas	autant	la	migration	et	la	prolifération	des	ECs	que	VEGFR2.	Il	est	

utile	pour	 la	morphologie	normale	des	vaisseaux	et	pour	 la	différenciation	et	 la	migration	des	

monocytes.	Pour	ce	qui	est	du	VEGFR3,	il	régule	la	lymphangiogenèse	en	activant	des	MAPK	(mi-

togen-activated	protein	kinase)	par	 la	voie	PI3K/AKT	(phosphatidylinositol	3-kinases/protein	ki-

nase	B).	Alors,	il	assure	surtout	la	prolifération,	la	migration	et	la	survie	des	ECs	lymphatiques	(85,	

87).	C’est	surtout	VEGFR2	qui	active	des	cascades	de	signalisation	clef	pour	la	migration	et	proli-

fération	des	ECs	telles	que	ERK1/2	(extracellular	signaling	kinase)	et	des	MAPK	par	la	voie	RAS-

dépendante.	Il	peut	aussi	stimuler	la	voie	PI3K/AKT	afin	de	favoriser	la	migration	et	la	survie	cel-

lulaire.	De	plus,	par	cette	voie,	le	médiateur	eNOS	est	produit	et	va	induire	la	production	du	NO	

qui	à	son	tour	va	engendrer	la	vasodilatation	et	l’hyperperméabilité	des	vaisseaux.		Un	autre	mé-

diateur,	le	c-SRC	(proto-oncogene	tyrosine-protein	kinase	Src),	qui	activant	aussi	la	migration	et	la	

prolifération	des	ECs.	VEGFR2	active	aussi	la	voie	SAPK/p38	(stress-activated	protein	kinase/	mi-

togen-activated	protein	kinase	p38)	et	FAK	(focal	adhesion	kinase)	qui	assure	la	réorganisation	du	

cytosquelette	et	la	migration	cellulaire	(86,	87).	
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Figure	5.	–	 Les	voies	de	signalisation	du	VEGF	et	de	ses	récepteurs.		

Les	VEGF	se	lient	au	domaine	extracellulaire	de	ses	trois	principaux	récepteurs	et	les	signaux	in-

tracellulaires	sont	transmis	par	les	domaines	intracellulaires	des	récepteurs.	Le	récepteur	VEGFR1	

est	impliqué	dans	la	formation	normale	des	vaisseaux	sanguins	ainsi	que	dans	la	différenciation	

et	la	migration	des	monocytes.	Le	récepteur	VEGFR3	est	connu	pour	son	rôle	dans	la	régulation	

de	la	lymphangiogenèse.	VEGFR2	est	le	principal	récepteur	impliqué	dans	les	différentes	étapes	

de	l’angiogenèse,	entre	autres,	la	perméabilité	vasculaire,	la	migration,	la	prolifération	et	la	survie	

des	ECs.	Figure	adaptée	de	:	(Nilsson	and	Heymach	2006)	
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1.3	 Les	cellules	endothéliales	progénitrices	

1.3.1	 Définition	et	description	

	

Contrairement	à	l’angiogenèse,	la	vasculogenèse	requiert	la	présence	des	cellules	endothéliales	

progénitrices	(EPCs)	pour	la	création	de	nouveaux	vaisseaux	sanguins.	Ces	cellules	présentent	un	

phénotype	de	type	endothélial	et	plusieurs	études	ont	démontré	qu’elles	possèdent	la	capacité	

d’améliorer	la	microcirculation	dans	les	tissus	ischémiques	(71).	Comme	mentionné	dans	la	sec-

tion	précédente,	les	EPCs	jouent	un	rôle	important	dans	la	NV	postnatale.	Plus	précisément,	elles	

possèdent	la	capacité	de	se	différencier	en	ECs	matures,	de	proliférer	et	de	participer	à	l’angio-

genèse	active	en	s’incorporant	directement	aux	vaisseaux.	Elles	sont	positives	aux	marqueurs	hé-

matopoïétiques,	c-Kit,	Sca-1,	CD34	et	CD133,	et	endothéliaux	tel	que	VEGFR2,	CD31	et	lectine.	

Elles	sont	aussi	capables	d’internaliser	les	LDLs	(low	density	lipoprotein)	diacétylés	(73).	Cepen-

dant,	encore	aujourd’hui,	il	existe	un	débat	sur	la	définition	exacte	de	ces	cellules	puisque	c’est	

une	population	de	cellules	progénitrices	très	hétérogènes	qui	acquiert	un	phénotype	endothélial	

et	des	propriétés	angiogéniques.	Les	EPCs	sont	difficiles	à	définir	précisément	à	cause	du	manque	

de	consensus	sur	la	source	de	ces	cellules,	la	technique	d’isolation	et	de	culture,	les	caractéris-

tiques	et	le	phénotype	(101).	Alors,	plusieurs	termes	sont	utilisés	pour	nommer	les	EPCs	en	fonc-

tion	de	leur	origine,	leur	isolation,	leur	phénotype	et	leurs	fonctions.	Elles	sont	parfois	appelées	

les	CACs	(circulating	angiogenic	cells)	ou	bien	PACs	(proangiogenic	cells)	pour	désigner	qu’elles	

sont	des	«early	outgrowth	cells».	Cependant,	il	est	aujourd’hui	clair	que	les	PACs	ne	sont	pas	des	

vraies	EPCs,	puisqu’elles	ne	peuvent	acquérir	le	phénotype	endothélial	et	elles	sont	plus	connues	

pour	leur	rôle	paracrine	pro-angiogénique.	Les	vraies	EPCs	sont	les	«late	outgrowth	cells»	qui	sont	

souvent	désignées	sous	le	nom	de	ECFC	(endothelial	colony	forming	cells)	(101,	102).	L’origine	de	

ces	cellules	remonte	à	une	cellule	souche	bipotente,	l’hémangioblaste.	Les	cellules	souches	sont	

capables	de	s’autorenouveler,	de	se	transformer	en	cellules	progénitrices	et	de	produire	des	cel-

lules	 différenciées.	 L’hémangioblaste	 est	 à	 l’origine	 de	 l’hématopoïèse,	mais	 aussi	 de	 l’angio-

blaste,	donc	elle	produit	des	cellules	sanguines	et	des	ECs.	Ce	sont	donc	des	cellules	progénitrices	

hématopoïétiques	qui	peuvent	se	transformer	en	EPCs	(74).	Il	faut	savoir	que	les	cellules	souches	
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progénitrices	ne	se	différencient	qu’en	un	seul	type	cellulaire	et	ne	peuvent	s’autorenouveler.	De	

plus,	 leur	rôle	principal	est	au	maintien	et	à	 la	rérapation	tissulaire	(103).	Les	cellules	souches	

hématopoïétiques	résident	principalement	dans	la	moelle	osseuse.	Une	principale	réserve	d’EPCs	

se	 retrouve	dans	 la	moelle	osseuse.	 Il	y	a	également	une	très	petite	partie	dans	 la	circulation	

sanguine	et	dans	le	sang	du	cordon	ombilical	humain.	En	cas	de	stimuli	physiologique	ou	patho-

logique,	elles	sont	donc	mobilisées	de	la	moelle	osseuse	afin	de	se	rendre	au	site	d’angiogenèse	

(104).	Il	est	possible	d’obtenir	des	EPCs	en	les	isolant	directement	du	sang	provenant	du	cordon	

ombilical,	du	sang	périphérique	ou	de	la	moelle	osseuse	en	les	marquant	spécifiquement	par	des	

marqueurs	tels	que	CD34,	CD133	et	VEGFR2.	Le	sang	subit	une	centrifugation	différentielle	par	

gradient	de	ficoll	afin	de	recueillir	les	cellules	mononuclées.	Ces	dernières	sont	incubées	sur	une	

matrice	de	fibronectine,	de	collagène	ou	de	gélatine	en	présence	de	facteurs	de	croissance	an-

giogéniques.	Après	24	à	48	heures,	les	cellules	non	adhérentes	sont	aspirées	et	celles	adhérées	

sont	gardées	en	culture	jusqu’à	21-28	jours.	Toutefois,	en	raison	du	faible	taux	d’EPCs	circulantes	

dans	le	sang	périphérique,	cette	méthode	n’est	pas	souvent	pratiquée.	Il	est	aussi	possible	d’ob-

tenir	des	EPCs	par	différenciation	in	vitro	par	culture	de	cellules	mononuclées	du	cordon,	du	sang	

périphérique	et	de	la	moelle	osseuse	qui	est	la	méthode	préférée.	Les	cellules	obtenues	acquiè-

rent	une	ressemblance	et	certaines	fonctions	des	ECs.	C’est	alors	que	la	population	d’EPCs	peu-

vent	être	séparées	en	deux	groupes,	les	«early»	et	les	«late»	EPCs	comme	il	a	été	mentionné.	Les	

«early»	EPCs,	d’où	 le	nom,	sont	 les	cellules	obtenues	après	 trois	à	sept	 jours	de	culture.	Elles	

présentent	des	marqueurs	monocytaires	et	endothéliaux	similaires	aux	EPCs.	Elles	sont	positives	

pour	la	lectine	et	l’Ac-LDL	(acetylated-LDL).	Elles	ne	peuvent	proliférer	et	créer	un	réseau	vascu-

laire	in	vitro.	Leur	rôle	principal	se	limite	à	une	grande	activité	paracrine	pro-angiogénique.	Les	

«late»	EPCs	sont	celles	obtenues	après	trois	à	quatre	semaines	de	culture.	Leur	phénotype	se	

rapproche	beaucoup	plus	des	ECs	matures.	Elles	sont	aussi	positives	pour	la	lectine	et	l’Ac-LCL	et	

présentent	aussi	des	marqueurs	endothéliaux.	Elles	peuvent	proliférer	après	neuf	jours	de	cul-

ture,	former	un	réseau	vasculaire	in	vitro	et	s’incorporer	dans	les	nouveaux	vaisseaux	(74,	102,	

105,	106).		
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	 CAC	ET	PAC	 ECFC	ET	EPC	
CAPACITÉ	PROLIFÉRATIVE	 -	 +	
FORMATION	TUBULES	IN	VITRO	 -	 +	
FORMATION	VAISSEAUX	DE	NOVO	IN	VIVO	 -	 +	

MOBILISATION	SITES	ISCHÉMIQUES	 +	 +	

ACTION	PARACRINE	ANGIOGÉNIQUE	 ++	 +/-	

MARQUEURS	CELLULAIRES	 CD34+/-		CD133+			
VEGFR2+		CD45+/-			
acLDL	internalisation	
	

CD34+/-		CD133-	
VEGFR2+		CD45-	
acLDL	internalisation	

	

Tableau	1.	–	 Caractéristiques	des	deux	sous-types	cellulaires	impliqués	dans	la	néovasculari-

sation	post-ischémique.		Tableau	adapté	de	:	(Desjarlais	2018)	
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1.3.2	 Fonctions	des	EPCs	

	

Sachant	que	les	EPCs	sont	des	progéniteurs	endothéliaux,	leurs	fonctions	sont	très	similaires	à	

ceux	des	ECs	matures.	Comme	mentionné,	ils	ont	surtout	des	propriétés	angiogéniques.	Dans	un	

premier	temps,	les	EPCs	ont	pour	rôle	de	participer	à	la	vasculogenèse.	Cette	dernière	implique	

la	participation	des	EPCs	circulantes	dans	 la	 formation	de	nouveaux	capillaires	 (107).	Les	EPCs	

sont	attirées	à	l’emplacement	des	tissus	ischémiques	par	des	facteurs	angiogéniques	(ex	:	VEGF,	

FGF,	CSF,	SDF-1,	etc.)	sécrétés	par	ces	derniers	afin	de	promouvoir	la	vasculogenèse.	C’est	ainsi	

que	les	EPCs	vont	être	mobilisées	de	la	moelle	osseuse	pour	intégrer	directement	les	structures	

vasculaires	en	croissance.	Ce	recrutement	se	fait	dans	une	séquence	d’étapes	ordonnées	qui	im-

plique	la	chimioattraction,	l’adhésion	et	la	migration	(108,	109).	Les	fonctions	des	EPCs,	dans	la	

vasculogenèse,	peuvent	se	résumer	à	la	capacité	de	migrer,	de	proliférer	et	d’acquérir	un	phéno-

type	endothélial,	donc	se	différencier	en	ECs.	C’est	pourquoi	des	études	ont	attribué	un	rôle	im-

portant	aux	EPCs	dans	la	NV	en	raison	de	leur	capacité	à	se	différencier	en	cellules	qui	servent	à	

la	croissance	du	vaisseau	(110).	Dans	un	deuxième	temps,	en	plus	de	participer	directement	à	la	

formation	du	vaisseau	par	intégration,	les	EPCs	ont	également	une	activité	paracrine.	Elles	sécrè-

tent	des	facteurs	de	croissance,	des	chimiokines	et	des	cytokines	afin	de	favoriser	la	croissance	

vasculaire.	Ces	protéines	sécrétées	inhibent	la	mort	cellulaire,	stimulent	la	prolifération	cellulaire,	

activent	les	cellules	progénitrices	déjà	présentes	au	site	d’ischémie	et	recrute	davantage	des	cel-

lules	progénitrices	à	ce	site.	Dans	un	dernier	temps,	 les	EPCs	sont	connues	pour	 jouer	un	rôle	

important	dans	la	réparation	et	la	santé	vasculaire.	En	effet,	leur	fonction	ne	se	limite	pas	qu’à	

agir	dans	la	formation	de	nouveaux	vaisseaux	dans	les	tissus	ischémiques.	Elles	participent	aussi	

à	la	réparation	et	restauration	de	l’endothélium	qui	est	une	couche	interne	des	vaisseaux	san-

guins	(artères,	veines	et	capillaires)	et	lymphatiques	(111).	Auparavant,	la	réparation	endothéliale	

était	attribuée	à	la	migration	et	prolifération	des	ECs	matures	au	site	de	la	lésion.	Toutefois,	des	

études	ont	montré	que	des	cellules	positives	au	CD34,	un	des	marqueurs	des	EPCs,	favorisaient	

l’endothélialisation	des	greffes	implantées	(112).	Des	observations	ont	aussi	montré	la	présence	

des	cellules	de	la	moelle	sur	la	surface	luminale	des	artères	carotidiennes	lésées	chez	les	souris	

transplantées	avec	des	cellules	de	la	moelle	osseuse	(113).	Ces	résultats	suggèrent	que	les	EPCs	
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et	les	cellules	mononuclées	de	la	moelle	osseuse	participent	à	la	réparation	de	l’endothélium	et	

promeuvent	la	réendothélialisation.	Par	ailleurs,	l’artériosclérose	est	une	pathologie	dont	son	dé-

veloppement	 implique	des	dommages	endothéliaux	et	de	 l’inflammation	(114).	La	dysfonction	

endothéliale	peut	donc	mener	à	empirer	cette	pathologie.	Ceci	étant	dit,	les	EPCs	joueraient	un	

rôle	protecteur	dans	l’artériosclérose	en	empêchant	sa	manifestation	et	sa	progression	et	elles	

permettent	de	maintenir	une	homéostasie	vasculaire.
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1.3.3	 La	mobilisation	 des	 EPCs	 de	 la	moelle	 osseuse	 vers	 les	 sites	 isché-

miques	:	mécanismes	et	facteurs	mobilisateurs	impliqués	

	

Étant	donné	qu’il	y	a	une	faible	concentration	d’EPCs	en	périphérie,	le	recrutement	d’EPCs	se	fait	

majoritairement	de	la	moelle	osseuse,	leur	niche	principale.	Les	EPCs	quiescentes	sont	adhérées	

par	des	intégrines	aux	cellules	stromales	de	la	moelle	osseuse.	Elles	doivent	donc	être	mobilisées	

de	la	moelle	osseuse	vers	les	tissus	ischémiques	afin	de	contribuer	à	la	NV	(111).	Pour	cela,	les	

EPCs	subissent	une	série	d’étapes	illustrées	à	la	figure	6	qui	oblige	la	participation	de	plusieurs	

molécules.	Cette	mobilisation	s’entame	après	l’envoi	de	différents	signaux	dans	la	circulation	par	

des	facteurs	angiogéniques,	des	cytokines,	des	chimiokines	et	des	hormones	sécrétées	par	 les	

tissus	éloignés.	C’est,	entre	autres,	une	augmentation	de	plusieurs	facteurs	tels	que	SDF-1,	VEGF,	

FGF	et	CSF	qui	initie	la	mobilisation	(108,	109).	C’est,	ensuite,	l’action	chimiotactique	des	chimio-

kines	qui	sera	mise	en	place	afin	d’attirer	et	de	faire	migrer	les	EPCs	(111).	C’est	en	créant	des	

gradients	de	concentration	élevés	au	niveau	des	sites	ischémiques	qui	vont	faire	en	sorte	que	les	

EPCs	vont	être	attirées	vers	ces	sites	spécifiques.			

Le	chimiokine	SDF-1	(stromal	cell-derived	factor-1)	se	démarque	de	tous	en	ce	qui	concerne	la	

migration	des	EPCs.	Ceci	est	dû	par	leur	concentration	élevée	dans	des	tissus	ischémiques	jouant	

donc	 un	 rôle	 de	 signal.	 Comme	 le	 VEGF,	 le	 SDF-1	 peut	 activer	 la	 voie	 de	 signalisation	

PI3K/AKT/eNOS,	produisant	du	NO	agissant	comme	facteur	mobilisateur	dans	le	recrutement	des	

EPCs	(115).	De	plus,	la	migration	des	EPCs	vers	les	tissus	ischémiques	est	aussi	favorisée	par	les	

facteurs	de	croissance	VEGF	et	G-CSF	et	par	d’autres	molécules	telles	que	l’IL-6	et	le	MCP-1	(116,	

117).	Après	migration,	les	EPCs	doivent	s’adhérer	à	l’unique	couche	des	capillaires,	l’endothélium,	

afin	d’y	traverser.	Pour	ce	faire,	les	cellules	vont	subir	un	roulement	sur	l’endothélium	afin	de	finir	

pas	s’y	adhérer	fermement.	Ce	sont	les	sélectines,	à	la	surface	des	ECs,	qui	participent	au	roule-

ment	des	EPCs.	Alors,	ce	sont	les	E-sélectines	et	P-sélectines	des	ECs	qui	se	lient	aux	P-selectin	

glycoprotein	ligan-1	(PSGL-1)	exprimées	sur	les	EPCs	qui	assurent	le	roulement.	Leur	liaison	est	

de	faible	affinité	ce	qui	permet	le	roulement	(111,	118,	119).	Ce	dernier	sera	arrêté,	en	vue	de	

s’adhérer	fortement	et	de	pénétrer,	par	des	liaisons	de	forte	affinité	entre	les	intégrines	présentes	
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sur	les	EPCs	et	les	molécules	d’adhésion	présentes	sur	les	ECs	(VCAM-1	et	ICAM-1).	La	sous-unité	

d’intégrine	b2	des	EPCs	se	lie	à	ICAM-1	et	des	observations	ont	montré	que	cette	sous-unité	pro-

meut	l’adhésion	en	condition	ischémique	(120).	Il	y	a	aussi	l’intégrine	a4b1		qui,	elle,	lie	VCAM-1	

et	la	fibronectine	présente	dans	les	membranes	des	ECs	(121).	D’autres	interactions	se	font	éga-

lement,	mais	ceux-ci	sont	les	principaux.	Par	la	suite,	les	EPCs	transmigrent	à	travers	l’endothé-

lium	par	diapédèse	 soit	 par	 les	 jonctions	 intercellulaires	ou	 soit	 par	 les	 ECs	 (122).	Une	 fois	 la	

couche	endothéliale	traversée,	les	EPCs	se	retrouvent	face	à	la	membrane	basale	et	à	la	matrice	

extracellulaire.	Afin	que	les	EPCs	puissent	migrer	jusqu’à	leur	destination,	des	MMPs	vont	enta-

mer	la	dégradation	et	le	remodelage	de	la	membrane	basale	et	de	la	matrice	extracellulaire	(120).	

Les	principaux	agissant	dans	ce	processus	sont	la	MMP-2	et	la	MMP-9	(122).	Enfin,	une	fois	arri-

vées	au	site	de	NV,	les	EPCs	intègrent	directement	les	structures	vasculaires	formant	des	néovais-

seux	ou	bien	sécrètent	des	facteurs	pro-angiogéniques	amplifiant	la	NV	(120).	
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Figure	6.	–	 Les	différentes	étapes	de	la	mobilisation	des	EPCs	de	la	moelle	osseuse	vers	les	

sites	ischémiques.		

Les	tissus	hypoxiques	libèrent	des	facteurs	mobilisateurs	d’EPCs	afin	de	favoriser	leur	libération	

de	la	moelle	osseuse.	Les	EPCs	libérées	prolifèrent	et	migrent	dans	la	circulation	sanguine.	Elles	

sont	ensuite	recrutées	jusqu’au	site	grâce	à	différentes	molécules	pour	ensuite	s’adhérer	à	la	pa-

roi	 vasculaire.	 Elles	migrent	 à	 travers	 la	 membrane	 endothéliale	 pour	 atteindre	 la	 région	 de	

néovascularisation	par	intravasation.	Figure	adaptée	de	:	(Desjarlais	2018)	
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1.3.4	 Importance	de	la	voie	SDF-1/CXCR4	pour	la	fonction	des	EPCs	

	

Comme	mentionné,	le	chimiokine	SDF-1	est	un	des	principaux	acteurs	dans	la	mobilisation	des	

EPCs.	Son	principal	récepteur,	le	CXCR4,	est	exprimé	à	la	surface	des	EPCs.	En	se	liant	à	son	ré-

cepteur	sur	les	EPCs,	SDF-1	stimule	leur	libération	de	la	moelle	osseuse.	Non	seulement	il	permet	

leur	libération,	mais	il	participe	également	à	la	migration	des	EPCs	vers	les	sites	ischémiques,	et	

ce	en	créant	un	gradient	de	concentration	élevée.	Étant	donné	que	SDF-1	est	augmenté	dans	des	

cas	d’ischémie	et	d’inflammation,	cette	haute	concentration	attire	les	EPCs	aux	sites	de	NV.	Lors-

que	SDF-1	se	lie	à	son	récepteur	CXCR4	sur	les	EPCs,	cela	enclenche	l’activation	de	signalisations	

intracellulaires	dont	la	voie	PI3K/AKT/eNOS	qui	mobilise,	recrute	et	intègre	les	EPCs	au	site	de	NV	

(115,	123,	124).	
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1.3.5	 Facteurs	impliqués	dans	la	dysfonction	des	EPCs	et	impact	sur	la	dé-

générescence	vasculaire	

	

Aujourd’hui,	l’importance	et	la	contribution	des	EPCs	dans	la	NV	et	la	réparation	vasculaire	sont	

bien	documentées.	Toutefois,	leur	dysfonction	entraînerait	une	perturbation	dans	la	formation	

et	 la	 réparation	des	vaisseaux.	Plusieurs	études	ont	pu	associer	certains	 facteurs	 favorisant	 la	

dysfonction	des	EPCs.	Cette	section	abordera	de	ce	sujet	précisément.	L’activité	biologique	des	

EPCs	est	affectée	par	des	facteurs	de	risque	cardiovasculaire	qui	inclut	l’hypertension,	le	diabète,	

fumer	de	la	cigarette,	une	inactivité	physique,	des	niveaux	élevés	d’homocystéine	et	l’âge	(125,	

126).	Ces	facteurs	sont	aussi	associés	à	une	inflammation	excessive	et	un	stress	oxydatif	élevé,	

tout	comme	dans	 la	ROP.	Aujourd’hui,	 il	est	connu	que	ces	deux	causes	diminuent	 le	nombre	

d’EPCs	circulant	et	provoquent	leur	dysfonction.	Tout	d’abord,	il	est	clair	que	les	EPCs	peuvent	

être	mobilisées	en	réponse	à	une	inflammation	transitoire	par	des	facteurs	inflammatoires	(TNF-

a,	 IL-1b,	GM-CSF)	(104,	127,	128).	En	revanche,	une	 inflammation	persistante	et	excessive	est	

associée	à	des	effets	délétères	qui	se	traduiraient	par	une	diminution	du	nombre	d’EPCs	circu-

lantes	(129,	130).	Des	études	ont	démontré	une	dysfonction	des	EPCs	dans	des	conditions	d’in-

flammation	systémique	chez	les	humains.	De	plus,	des	études	cliniques	ont	pu	montrer	une	asso-

ciation	entre	la	protéine	C-réactive	(CRP)	qui	est	produite	par	le	foie	en	réponse	à	une	inflamma-

tion	aiguë	et	la	sénescence	des	EPCs	chez	les	patients	atteints	de	prééclampsie	(type	d’hyperten-

sion	artérielle)	(131).	Cela	s’explique	par	le	fait	que	la	CRP	inhibe	la	différenciation	et	la	survie	des	

EPCs	et	lorsque	les	EPCs	sont	exposées	aux	CRPs,	leur	activité	angiogénique	est	diminuée	(132,	

133).	Par	ailleurs,	une	augmentation	du	taux	de	TNF-a	et	de	glucose	provoque	aussi	une	diminu-

tion	du	nombre	d’EPCs	(134,	135).	Dans	des	conditions	d’insuffisance	cardiaque,	il	y	a	une	forte	

stimulation	de	l’inflammation	qui	provoquerait	aussi	un	mauvais	fonctionnement	de	l’activité	bio-

logique	des	EPCs	(136).	Si	l’activité	fonctionnelle	des	EPCs	est	atteinte,	alors	cela	signifie	que	leur	

capacité	migratoire	et	proliférative	sera	également	atteinte.	En	résumé,	une	faible	stimulation	

inflammatoire	est	favorable	pour	la	mobilisation	des	EPCs,	mais	une	forte	stimulation	inflamma-

toire	systémique	diminue	le	nombre	et	la	bioactivité	des	EPCs.	Ceci	pourrait	s’expliquer	par	un	
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épuisement	de	la	réserve	d’EPCs	de	la	moelle	osseuse	en	cas	de	stimulation	pro-inflammatoire	

persistante.	Donc,	il	y	aurait	moins	d’EPCs	fonctionnelles	libérées	et	il	y	aurait	libération	d’EPCs	

immatures	ou	dysfonctionnelles	(130).	Cependant,	les	mécanismes	impliqués	dans	l’atteinte	des	

fonctions	des	EPCs	par	l’inflammation	ne	demeurent	encore	pas	clair	et	davantage	d’études	sont	

requises.	Souvent	interrelié	à	l’inflammation,	le	stress	oxydant	est	un	autre	facteur	impliqué	dans	

la	dysfonction	des	EPCs	dans	les	maladies	cardiovasculaires.	Comme	expliqué	dans	la	première	

section	du	chapitre,	le	stress	oxydant	génère	une	grande	quantité	de	dérivés	réactifs	d’oxygène	

(ROS)	qui	eux	causent	des	dommages	au	niveau	de	la	cellule	menant	à	sa	mort.	Il	faut	savoir	que	

les	ROS	produisent	un	effet	cytotoxique	sur	l’endothélium	(137).	Tout	ceci	amènerait	à	dire	qu’ils	

auraient	sûrement	un	effet	sur	l’activité	des	EPCs.	En	effet,	d’après	des	études,	les	ROS	ont	des	

effets	 directs	 et	 indirects	 sur	 les	 EPCs	 qui	 affectent	 leur	 mobilisation	 et	 leurs	 fonctions.	 Par	

exemple,	une	augmentation	du	superoxyde	est	associée	à	une	diminution	du	taux	d’EPCs	et	à	leur	

dysfonction.	En	effet,	il	a	été	démontré	que	des	EPCs	incubées	avec	des	niveaux	élevés	de	pe-

roxyde	d’hydrogène	(H2O2)	induisent	l’apoptose	(138,	139).	Au	niveau	clinique,	les	ROS	sont	as-

sociés	à	une	réduction	de	mobilisation	des	EPCs	(140).	Un	niveau	élevé	de	ROS	est	associé	à	une	

diminution	du	nombre	d’EPCs	dans	le	modèle	de	rat	d’infarctus	du	myocarde	(141).	D’autre	part,	

le	stress	oxydatif	entraîne	la	libération	d’EPCs	dont	la	fonction	est	défaillante.	Autrement	dit,	leur	

capacité	de	mobilisation,	de	migration	et	d’incorporation	aux	vaisseaux	sanguins	est	altérée	(126,	

142).	Il	a	aussi	été	montré	que	lors	d’augmentation	de	ROS,	des	niveaux	élevés	d’homocystéine	

induisent	la	sénescence	et	réduit	le	nombre	d’EPCs	(143).	Collectivement,	ces	nombreuses	études	

ont	montré	clairement	qu’un	fort	stress	oxydatif	mène	à	une	diminution	du	nombre	d’EPCs	et	à	

leur	dysfonction	qui	entraîne	des	effets	délétères	sur	l’homéostasie	vasculaire.	Pour	conclure,	il	

est	possible	d’affirmer	que	l’activité	fonctionnelle	des	EPCs	est	altérée	par	l’inflammation	et	le	

stress	oxydatif.	Néanmoins,	l’effet	de	l’hyperoxie,	une	condition	liée	à	la	ROP	sur	les	EPCs	n’a	pas	

encore	été	 investigué	et	 susciterait	 l’attention	puisqu’elle	 implique	 l’inflammation	et	 le	 stress	

oxydant	dans	sa	pathologie.
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1.4	 La	famille	des	protéines	Nogo	et	leurs	récepteurs	

1.4.1	 Description	et	rôle	biologique	général	

	

La	protéine	Nogo	(reticulon	4)	appartient	à	la	vaste	famille	des	protéines	du	réticulon	(RTN)	(144).	

Ces	protéines	résident	surtout	dans	le	réticulum	endoplasmique	et	à	la	surface	des	cellules,	d’où	

l’origine	de	leur	nom.	Des	études	ont	montré	leur	implication	dans	la	formation	de	complexes	

vésiculaires,	dans	les	échanges	entre	le	réticulum	endoplasmique,	dans	la	morphogenèse	mem-

branaire	et	dans	 l’inhibition	de	 la	croissance	des	neurites	 (145-147).	Des	preuves	scientifiques	

suggèrent	aussi	leur	implication	dans	les	maladies	neurodégénératives	comme	l’Alzheimer	et	la	

sclérose	 latérale	 amyotrophique.	 En	 ce	qui	 concerne	 la	protéine	Nogo,	 elle	possède	 trois	 iso-

formes,	Nogo-A,	Nogo-B	et	Nogo-C	et	c’est	précisément	 le	gène	de	 réticulon	4	 (RTN4)	qui	 les	

produit	(147).	Chacune	des	Nogo	partage	le	même	domaine	d’homologie	du	réticulon	qui	repré-

sente	les	188	acides	aminés	à	partir	de	l’extrémité	carboxyle	(figure	7).	Le	domaine	d’homologie	

possède	deux	longues	parties	hydrophobes	transmembranaires,	laissant	un	segment	extracellu-

laire	de	66	acides	aminés	qui	les	relie	et	qui	est	appelé	Nogo-66	(figure	7).	La	terminaison	aminée	

est	différente	pour	chacune	des	Nogo.	Nogo-A	est	composé	de	1163	acides	aminés,	Nogo-B	en	

possède	360	et	Nogo-C	en	possède	190.	Les	isoformes	B	et	C	sont	des	formes	épissées	(148).	Les	

trois	isoformes	ne	sont	pas	exprimées	de	façon	égale	dans	les	différents	tissus	et	organes.	Nogo-

A	est	exprimé	surtout	dans	le	système	nerveux	et	différemment	selon	les	périodes.	Elle	est	expri-

mée	durant	les	premiers	stades	du	développement	embryonnaire	dans	les	neuroblastes	migra-

teurs	et	neurones	immatures	situés	dans	le	tube	neural	(149,	150).	Elle	est	exprimée	aussi	durant	

la	principale	phase	de	croissance	des	neurones	centraux	et	périphériques	dans	plusieurs	types	de	

cellules	neuronales	et	cette	expression	diminue	après	la	naissance	(151).	Néanmoins,	divers	types	

cellulaires	conservent	un	niveau	élevé	de	Nogo-A	tel	que	les	oligodendrocytes	dans	le	système	

nerveux	central	(147).	Par	ailleurs,	Nogo-A	est	aussi	présent	dans	la	peau	en	développement,	dans	

les	muscles	squelettiques	 lors	de	 la	différenciation	et	dans	 le	cœur.	L’expression	de	Nogo-A	a	

aussi	 été	 confirmée	 dans	 les	 tissus	 du	 cœur	 adulte	 chez	 les	 rats,	 souris	 et	 humains	 et	 dans	

quelques	types	de	cellules	immunitaires	dont	les	macrophages	(151,	152).	La	protéine	Nogo-B	est	
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exprimée	dans	le	système	nerveux	central	et	périphérique	(151).	Les	données	d’aujourd’hui	mon-

trent	qu’elle	est	exprimée	dans	plusieurs	tissus,	mais	son	expression	cellulaire	spécifique	n’est	

pas	très	connue.	Nogo-B	et	son	récepteur	NGBR	transmembranaires	(figure	7)	sont	tout	de	même	

exprimés	dans	les	cellules	endothéliales	vasculaires	(153).	Pour	ce	qui	est	de	Nogo-C,	son	niveau	

d’expression	et	sa	distribution	demeurent	peu	connus.	Toutefois,	selon	les	études,	elle	est	pré-

sente	dans	quelques	types	de	neurones	dans	 le	système	nerveux	central	du	rat	et	 les	muscles	

striés	après	maturation	(151,	154).		

Dans	le	but	de	déterminer	avec	quels	récepteurs	les	Nogo	interagissent,	des	études	ont	évalué	

les	 différents	 domaines	 suivants	 qui	 pourraient	 avoir	 des	 interactions	 potentielles	 :	 Nogo-66,	

Nogo-D20	(acides	aminés	544	à	725)	et	N-terminal	(acides	aminés	1	à	979)	de	Nogo-A	et	N-termi-

nal	de	Nogo-B	(155).	L’étude	des	récepteurs	de	Nogo	n’est	pas	assez	documentée	et	doit	être	

davantage	étudiée.	Les	plusieurs	voies	de	signalisation	activées	par	la	liaison	de	Nogo-A	à	diffé-

rents	récepteurs	sont	illustrées	à	la	figure	7.	Le	premier	récepteur	à	être	identifié	est	le	NgR1	qui	

est	aussi	connu	sous	le	nom	de	récepteur	de	Nogo-66,	étant	donné	sa	liaison	à	cette	séquence,	

et	récepteur	de	réticulon	4.	Il	s’agit	d’un	glycosylphosphatidylinositol	(GPI)	lié	à	la	séquence	ré-

pétée	 riche	en	 leucine	 (LRR).	NgR1	 forme	un	complexe	avec	 les	protéines	 transmembranaires	

LINGO1	et	p75	ou	TROY	(figure	7)	(156,	157).	Ce	récepteur	est	exprimé	dans	les	cellules	ganglion-

naires	de	la	rétine	durant	le	développement	embryonnaire.	Il	est	présent	également	dans	la	mem-

brane	axonale	et	à	des	synapses	de	neurones	d’hippocampes	après	la	naissance.	Comme	Nogo-

A,	NgR1	est	aussi	exprimé	dans	les	tissus	du	cœur	adulte	chez	les	rats,	souris	et	humains	et	chez	

les	macrophages.	Nogo-A	possède	une	forte	affinité	de	liaison	à	NgR1	grâce	à	une	séquence	dans	

sa	terminaison	carboxyle	(151,	152,	158,	159).	En	outre,	la	séquence	Nogo-66	des	Nogo	peut	aussi	

se	lier	au	récepteur	B	apparié	de	type	immunoglobuline	(PIRB)	(160).	Ces	deux	récepteurs	connus	

jusqu’aujourd’hui,	NgR1	et	PIRB	peuvent	se	lier	à	d’autres	ligands	aussi	tels	que	la	glycoprotéine	

associée	à	la	myéline	(MAG)	qui	inhibe	la	croissance	de	la	myéline	et	la	glycoprotéine	oligoden-

drocytaire	de	 la	myéline	 (OMGP)	 (161).	D’autres	molécules	peuvent	également	 lier	NgR1.	Des	

hypothèses	 suggèrent	qu’en	 raison	de	 l’absence	d’un	domaine	 transmembranaire	 chez	NgR1,	

NgR1	requiert	la	participation	de	molécules	adaptatrice	membranaires	afin	que	la	signalisation	
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ait	lieu.	Ces	protéines	adaptatrice	membranaires	incluent	p75	qui	est	un	récepteur	de	neurotro-

phine	de	faible	affinité	et	TROY	qui	est	un	des	récepteurs	de	TNF-a.	Une	protéine	LRR	extracellu-

laire	fait	aussi	partie	du	complexe	et	il	s’agit	du	LINGO1	(162).	Plusieurs	récepteurs	spécifiques	à	

Nogo-A	ont	été	identifiés	aujourd’hui.	Sa	séquence	Nogo-D20	se	lie	à	un	récepteur	de	la	famille	

des	sphingosine	1-phosphate	(S1PR2)	couplé	à	la	protéine	G13	menant	à	l’activation	de	la	voie	

RhoA	 (163).	Nogo-A	peut	aussi	être	 internalisée	dans	 les	 cellules	neuronales	et	aurait	une	 in-

fluence	dans	la	transcription	de	gènes	par	CREB	(cAMP	response	element	binding	protein)	(164).	

Finalement,	elle	peut	également	moduler	 la	 synthèse	des	protéines	en	activant	 la	 voie	mTOR	

(mammalian	target	of	rapamycin)	par	l’intermédiaire	d’un	récepteur	encore	inconnu	(165).	Dans	

divers	types	de	cellules	neuronales,	lorsque	Nogo-66	interagit	avec	NgR1,	il	y	a	une	augmentation	

du	calcium	intracellulaire	et	une	activation	de	la	voie	RhoA	qui	active	la	Rho	kinase,	ROCK	(Rho-

associated	protein	kinase).	Plus	précisément,	cela	active	la	GTPase	RhoA	et	sa	protéine	effectrice	

associée	à	Rho	contenant	la	protéine	kinase	1	(ROCK1).	Ensuite,	ROCK1	phosphoryle	la	LIM	kinase	

qui	mène	à	l’activation	de	la	cofiline	qui	est	une	enzyme	déstabilisatrice	d’actine.	Cela	diminue	la	

mobilité	de	l’actine	dans	les	filopodes	des	cônes	de	croissance	et	dans	les	épines	dendritiques.	Le	

cytosquelette	d’actine	est	déstabilisé	menant	à	 l’effondrement	du	cône	de	croissance	et	donc	

l’arrêt	de	croissance	(155).	Par	ailleurs,	plusieurs	études	ont	montré	que	cette	même	voie	joue	

un	rôle	dans	l’angiogenèse	en	favorisant	la	perméabilité	vasculaire,	la	migration,	la	prolifération	

des	ECs	et	la	formation	des	capillaires	(166).	

Nogo-A	est	surtout	connu	pour	son	activité	inhibitrice	de	la	croissance	des	neurites	et	de	ses	effets	

inhibiteurs	sur	la	régénération	exercée	par	la	myéline.	Des	études	ont	montré	que	le	blocage	de	

Nogo-A	dans	le	système	nerveux	central	montre	une	amélioration	de	la	régénération,	de	la	ger-

mination	compensatoire	des	fibres	et	de	la	récupération	fonctionnelle	(155).	De	plus,	Nogo-A	joue	

également	un	rôle	dans	le	développement	du	système	visuel.	Plus	précisément	dans	la	myélino-

genèse	nerveuse	optique,	 la	 formation	et	 la	maturation	des	axones	 rétiniens	et	 l’angiogenèse	

rétinienne	(167).	Nogo-B	exercerait	quelques	fonctions	à	partir	de	sa	liaison	avec	son	récepteur	

NGBR.	Ce	dernier	participe	aux	actions	chimioattractantes	et	pro-migratoires	de	Nogo-B	sur	les	

cellules	endothéliales	humaines	et	murines.	De	plus,	il	participe	également	au	remodelage	et	à	la	

réparation	vasculaire	après	une	blessure	chez	la	souris	(168,	169).	En	ce	qui	concerne	la	fonction	
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et	les	interactions	de	la	protéine	Nogo-C,	elles	demeurent	encore	en	investigation	(155).	Enfin,	

plusieurs	recherches	sont	encore	nécessaires	pour	déterminer	le	rôle	des	Nogo,	surtout	de	Nogo-

B	et	Nogo-C	qui	sont	plus	nombreuses	à	l’extérieur	du	système	nerveux.	

	

	

Figure	7.	–	 La	structure	et	les	voies	de	signalisation	connues	des	différentes	isoformes	de	la	

protéine	Nogo.		

A)	La	structure	des	trois	isoformes	montre	les	différents	domaines,	dont	le	domaine	hautement	

conservé	du	réticulon	(RTN)	qui	inclut	le	domaine	extracellulaire	Nogo-66	et	le	domaine	extracel-

lulaire	D20	de	Nogo-A.	B)	La	structure	des	trois	Nogo	est	représentée	dans	la	membrane	du	réti-

culum	endoplasmique.	C)	 La	 terminaison	aminée	de	Nogo-B	 se	 lie	 à	 son	 récepteur	 spécifique	

NGBR	se	situant	sur	la	surface	des	cellules	endothéliales	vasculaires.	D)	Les	nombreuses	voies	de	

signalisation	de	Nogo-A	avec	différents	récepteurs	sont	illustrées.	Détails	expliqués	dans	le	texte.	

Figure	adaptée	de	:	(Schwab	2010;	Pernet	2017)		
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1.4.2	 Les	fonctions	de	Nogo-A	et	les	implications	de	NgR1	dans	la	modula-

tion	angiogénique	

	

Parmi	les	importants	rôles	que	Nogo-A	joue	dans	le	système	nerveux	central,	il	a	été	démontré	

qu’elle	joue	également	un	rôle	dans	l’angiogenèse	au	niveau	du	cerveau	et	de	la	rétine	(167).	

Une	fonction	d’intérêt	pour	les	maladies	oculaires,	telles	que	la	ROP.	Tout	d’abord,	la	croissance	

des	vaisseaux	sanguins	est	médiée	par	des	ECs	spécialisées	qu’on	nomme	les	tips	cells	se	situant	

au	front	de	migration	des	ECs	du	vaisseau	en	croissance.	Les	tips	cells	possèdent	des	filopodes	

pour	détecter	les	molécules	chimioattractantes	afin	de	diriger	la	croissance.	Ceci	étant	dit,	il	a	

été	montré	que	Nogo-A	possède	un	pouvoir	de	répulsion	sur	les	ECs	en	culture	et	un	pouvoir	de	

rétraction	de	leurs	filopodes.	C’est	entre	autres	le	fragment	D20	qui	possède	ces	pouvoirs.	Il	in-

hibe	non	seulement	la	rétraction	des	ECs,	mais	aussi	leur	adhésion	et	leur	migration(170).	Nogo-

D20	possède	une	grande	affinité	de	liaison	au	récepteur	S1PR2	qui	est	présent	en	grande	quantité	

sur	les	ECs	qui	en	se	liant	au	récepteur	que	Nogo-D20	provoque	cette	répulsion	(171,	172).	Leur	

interaction	provoque	aussi	l’inhibition	de	la	prolifération	cellulaire	et	de	la	croissance	des	neu-

rones	primaires	(172).	De	façon	très	intéressante,	la	liaison	de	Nogo-D20	et	S1PR2	aurait	aussi	un	

rôle	dans	l’angiogenèse	pathologique,	comme	celle	qui	se	présente	dans	la	ROP.	En	effet,	des	

études	ont	confirmé	dans	le	modèle	de	rétinopathie	induite	par	l’oxygène	(OIR)	que	la	suppres-

sion	du	gène	de	S1PR2	promeut	une	vascularisation	de	la	rétine	centrale	accélérée	(173).	Ceci	

signifie	donc	que	Nogo-A	est	potentiellement	un	régulateur	négatif	de	l’angiogenèse.	Une	autre	

étude	montre	que	la	neutralisation	de	Nogo-A	améliore	la	densité	vasculaire	dans	le	plexus	vas-

culaire	profond	chez	les	bébés	souris.	En	revanche,	chez	l’adulte,	la	neutralisation	en	Nogo-A	ne	

montre	pas	d’effets	sur	la	densité	vasculaire	(170).	Par	ailleurs,	toujours	en	utilisant	le	modèle	

OIR,	la	neutralisation	du	domaine	D20	de	Nogo-A	favorise	la	régénération	vasculaire	et	diminue	

l’angiogenèse	pathologique	au	niveau	de	la	rétine.	En	inhibant	Nogo-A,	la	fonction	rétinienne	est	

restaurée	et	la	réparation	des	vaisseaux	sanguins	est	accélérée	dans	le	système	nerveux	central	

(174).	Globalement,	les	résultats	de	plusieurs	études	précliniques	récentes	montrent	un	poten-

tiel	thérapeutique	basé	sur	l’inhibition	de	la	protéine	Nogo-A	qui	pourrait	potentiellement	être	
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exploité	comme	traitement	de	la	ROP.	Cependant,	le	rôle	de	la	signalisation	de	Nogo-A	et	de	son	

récepteur	NgR1	n’a	pas	été	étudié	sur	la	fonction	des	EPCs	dans	le	modèle	OIR.
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Chapitre	2	–	Projet	de	recherche	

2.1	 Mise	en	contexte	
	

La	ROP	est	l’une	des	principales	causes	de	cécité	chez	les	nourrissons	dans	le	monde	entier	(3).	

Elle	est	caractérisée	par	une	phase	initiale	clef	de	dégénérescence	vasculaire	et	d’incapacité	de	

former	de	nouveaux	vaisseaux	sanguins	fonctionnels.	Une	défaillance	de	l’organisme	à	former	de	

nouveaux	 vaisseaux	 sanguins	 (néovascularisation)	 post-ischémiques	 contribue	 à	 accentuer	 les	

dommages	tissulaires	oculaires	(175).	La	NV	est	médiée	non	seulement	par	l’angiogenèse,	mais	

aussi	par	la	vasculogenèse	qui,	elle,	implique	la	mobilisation	et	la	participation	des	cellules	endo-

théliales	progénitrices	(EPC)	recrutées	aux	sites	ischémiques	pour	promouvoir	la	NV	(71).	Toute-

fois,	les	mécanismes	moléculaires	impliqués	dans	la	défaillance	fonctionnelle	des	EPCs	mobilisées	

de	la	moelle	osseuse	observés	lors	de	la	rétinopathie	induite	par	l’oxygène	(OIR)	demeurent	mal	

compris.	
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2.2	 Hypothèses	de	recherche	

	

Sachant	que	les	EPCs	sont	impliquées	activement	dans	la	NV,	nous	émettons	la	première	

hypothèse	suivante	:		

	

Hypothèse	1	:	Les	EPCs	pourraient	améliorer	la	revascularisation	rétinal	dans	le	modèle	de	rat	OIR.			

	

Sachant	que	Nogo-A	est	un	régulateur	négatif	de	l’angiogenèse,	nous	émettons	 la	deu-

xième	hypothèse	suivante	:			

	

Hypothèse	2	:	La	protéine	Nogo-A	pourrait	inhiber	l’activité	biologique	des	EPCs	dans	le	modèle	

de	rat	OIR	et	l’inhibition	de	Nogo-A	pourrait	les	protéger	en	condition	hyperoxique	et	améliorer	

leur	efficacité	angiogénique.	
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2.3	 Objectifs	de	recherche	

	

Objectif	spécifique	1.	Évaluer	l’effet	de	l’hyperoxie	sur	la	fonction	des	EPCs	dérivées	de	la	moelle	

osseuse	in	vitro.		

	

Objectif	spécifique	2.	Évaluer	l’effet	de	l’hyperoxie	sur	la	voie	de	signalisation	Nogo-A/NgR1	chez	

les	EPCs	dérivées	de	la	moelle	osseuse	in	vitro	et	son	impact	sur	l’angiogenèse.	

	

Objectif	spécifique	3.	Évaluer	l’efficacité	thérapeutique	d’une	supplémentation	d’EPCs	natives	ou	

Nogo-/-		sur	l’atténuation	de	la	vasooblitération	rétinienne	dans	un	modèle	de	rat	OIR.	
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Chapitre	3	–	Nogo-A	Is	a	Negative	Regulator	of	Endothelial	Pro-

genitor	 Cells	 Angiogenic	 Activity:	 Impact	 in	 Oxygen-Induced	

Retinopathy		

3.1	 Abstract	
	

Background	&	Aim.	Over	the	past	decade,	it	has	been	shown	that	Endothelial	Progenitor	Cells	

(EPCs)	can	actively	participate	to	revascularization	process	in	ischemic	retinopathy	including	ret-

inopathy	of	prematurity	(ROP).	However,	the	mechanisms	involved	in	the	dysfunction	of	EPCs,	

particularly	in	oxygen-induced	retinopathy	(OIR)	condition	remain	poorly	understood.	Recently,	

Nogo-A-dependant	signaling	as	been	reported	acting	as	a	negative	regulator	of	angiogenesis	in	

several	pathological	conditions	including	OIR.	However,	the	potential	deleterious	impact	of	Nogo-

A	in	EPCs	functional	activity	is	currently	unknown.	This	study	aims	to	investigate	the	interrelation	

between	EPCs	function	and	Nogo-signaling	in	OIR	condition.		Methods	&	Results.	Using	qRT-PCR	

and	western	blot,	the	results	show	that	the	expression	of	Nogo-A	and	its	receptor	NgR1	are	sig-

nificantly	increased	in	EPCs	subjected	to	hyperoxia	or	in	EPCs	isolated	from	OIR	rats	compared	to	

their	respective	control	(normoxic	healthy	EPCs).	The	role	of	Nogo-A	signaling	on	the	angiogenic	

activity	of	EPCs	was	analyzed	respectively	by	migration	and	tubulogenesis	assay	in	the	presence	

or	 absence	of	 a	Nogo	 inhibitor	 (Nogo-66	neutralizing	antagonism	peptide)	 in	normoxic	or	hy-

peroxic	condition.	The	results	show	that	EPCs	subjected	to	hyperoxia	displayed	a	significant	re-

duction	of	their	migratory	and	tubulogenic	capacity.	Interestingly,	inhibition	of	Nogo-A	protect	

the	function	of	EPCs	against	hyperoxia,	as	attested	by	a	physiological	migratory	and	the	tubu-

logenic	capacity	 rescued.	 In	addition,	 the	 inhibition	of	Nogo-A	 is	associated	with	an	 increased	

intracellular	 level	of	 SDF-1	 in	EPCs.	 In	 vivo,	 intraperitoneal	 injections	of	native	EPCs	or	 repro-

grammed	EPCs	(Nogo	pre-inhibited)	in	OIR	rats	at	P5	(before	hyperoxic	exposure)	was	performed	

to	investigate	the	therapeutical	effects	to	improve	retinal	revascularisation.	The	results	show	that	

OIR	rats	supplemented	EPCs	reprogramed	(Nogo-A	inhibited)	are	more	efficient	than	native	EPCs	
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to	reduce	retinal	vasoobliteration	at	P10	(the	peak	of	vasoobliteration),	and	this	is	associated	with	

an	increased	retinal	expression	of	key	angiogenic	factors	VEGF,	SDF-1,	PDGF	and	EPO.	Conclu-

sions.	The	results	of	this	study	suggest	that	hyperoxia	alters	the	angiogenic	functions	of	BM-ECPs	

by	inducing	the	Nogo-A	signaling	which	may	contribute	in	impaired	revascularization	during	OIR.	

Collectively,	the	results	of	this	study	suggest	that	targeting	of	Nogo-A	protect	the	angiogenic	ac-

tivity	of	EPCs	against	hyperoxia	in	OIR	and	could	be	a	potential	new	target	for	vascular	integrity	

in	ischemic	retinopathies.	

	

Keys	words:	 Endothelial	 progenitor	 cell	 (EPC),	 angiogenesis,	 revascularization	 (RV),	 oxygen-in-

duced	retinopathy	(OIR),	Nogo-A,	NgR1.	
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3.2	 Introduction	

	

Retinopathy	of	prematurity	(ROP)	remains	one	of	the	main	conditions	leading	to	visual	impair-

ment	and	blindness	in	premature	infants	(3).	It	is	characterized	by	two	distinct	phases	which	fol-

low	one	another,	vascular	degeneration	and	pathological	neovascularization	(NV)	(12).	So,	it	be-

gins	with	incomplete	vascularization	of	the	peripheral	retina	which	creates	a	hypoxic	environment	

due	to	the	lack	of	oxygen	and	nutrients	supplied	to	the	tissues.	The	body	therefore	attempts	to	

compensate	for	the	losses	by	responding	with	excessive	NV	which	leads	to	vision	problems	(12,	

19).	The	key	factor	associated	with	ROP	is	the	excess	oxygen	(hyperoxia)	given	to	infants	for	sur-

vival.	This	hyperoxic	condition	is	toxic	to	the	immature	retina	of	infants	which	leads	to	degenera-

tion	of	the	microvasculature	(14).	In	addition,	it	causes	a	decrease	in	pro-angiogenic	factors	such	

as	VEGF,	SDF-1,	IGF-1,	PDGF	and	FGF-2.	The	growth	factor	VEGF	is	known	today	to	be	the	most	

important	factor	involved	in	the	development	of	the	retinal	microvasculature	(176).	Aside	from	

laser	treatments	and	cryotherapy	which	are	invasive	eye	operations,	studies	have	focused	more	

on	 developing	 anti-angiogenic	 therapy	 to	 alleviate	 pathologic	NV.	 Anti-angiogenic	 therapy	 in-

volves	the	use	of	anti-growth	factors,	such	as	an	anti-VEGF	(63,	64,	67).	However,	therapy	aimed	

at	improving	revascularization	during	the	initial	phase	of	ischemia	has	been	poorly	documented	

and	appears	to	limit	the	excessive	compensatory	response	of	subsequent	NV.	Similarly,	studies	

have	shown	that	angiogenic	therapies	using	stem	cells	promote	vascular	repairs	in	ischemic	ani-

mal	models	(177,	178).	

Many	studies	have	shown	that	it	is	primarily	the	involvement	of	endothelial	cells	(ECs)	in	angio-

genic	stimulation	and	vascular	repair.	However,	several	other	cell	types	possess	angiogenic	re-

storative	 properties	 in	 ischemic	 tissues,	 among	others,	 hematopoietic	 progenitors	 (177,	 178).	

These	 include	progenitor	endothelial	cells	 (EPCs)	derived	from	bone	marrow	(BM)	(110).	They	

have	two	subtypes,	early	outgrowth	EPCs	which	are	also	called	circulating	angiogenic	cells	(CACs)	

and	pro-angiogenic	cells	(PACs)	and	late	outgrowth	EPCs	which	are	also	called	endothelial	colony	

forming	cells	 (ECFCs).	They	differ	depending	on	the	expression	of	different	hematopoietic	and	

endothelial	markers	and	their	actions.	In	this	study,	late	EPCs	were	discussed.	The	ECFCs	have	the	
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ability	to	directly	integrate	the	NV	site	in	order	to	participate	directly,	that	is	to	say,	to	participate	

in	the	formation	of	new	vessels,	and	indirectly,	through	its	paracrine	activity,	either	by	secreting	

pro-angiogenic	factors	(101,	102).	Studies	have	shown	that	administration	of	EPCs	has	shown	in-

creased	NV	in	different	models	of	ischemic	animals	(179-182).	

Observations	have	shown	that	under	pathological	conditions,	the	number	of	EPCs	is	reduced	as	

well	as	their	functions	are	impaired	(125,	129).	The	two	main	causes	that	cause	their	decrease	

and	dysfunction	are	marked	 inflammation	and	oxidative	stress	that	can	be	seen	 in	ROP	(130).	

Knowing	that	hyperoxia	increases	oxidative	stress,	several	studies	have	shown	that	hyperoxia	re-

duces	the	number	of	EPCs	and	causes	their	dysfunction.	Decreased	and	dysfunctional	EPCs	in-

volve	insufficient	post-ischemic	NV	which	has	been	observed	in	various	studies	(183-185).	How-

ever,	the	exact	mechanisms	associated	with	vascular	degeneration	and	in	particular	the	role	of	

EPCs	remain	to	be	explored	during	ROP.			

Nogo-A	belongs	to	the	reticulon	protein	family	(RTN4)	(144).	There	are	three	isoforms,	Nogo-A,	

Nogo-B	and	Nogo-C.	These	transmembrane	proteins	all	have	a	domain	of	reticulon	homology	that	

contains	an	extracellular	segment	of	66	amino	acids	called	Nogo-66	(148).	 It	 is	Nogo-66	which	

binds	with	high	affinity	to	the	Nogo	receptor	(NgR1)	and	activates	the	RhoA	signaling	pathway	

(159).	This	pathway	ultimately	leads	to	the	destabilization	of	the	actin	cytoskeleton	as	well	as	the	

collapse	of	the	growth	cone.	Nogo-A	is	mostly	expressed	in	the	central	nervous	system	(CNS)	in	

oligodendrocytes.	The	Nogo-A	protein	is	the	most	documented	to	date,	among	other	things,	for	

its	 important	 role	 in	 inhibiting	neurite	growth	and	myelin	 regeneration	 in	 the	central	nervous	

system	(CNS)	(155).	However,	studies	have	shown	its	involvement	in	angiogenesis	in	the	retina.	

Indeed,	Nogo-A	possesses	repellency	on	ECs	by	its	segment	D20	(Nogo-D20)	which	binds	to	the	

sphingosine	1-phosphate	receptor	(S1PR2)	leading	to	the	activation	of	the	same	RhoA	pathway.	

Their	interaction	shows	a	role	in	pathological	angiogenesis	like	in	the	ROP	and	this	was	confirmed	

using	the	model	of	oxygen-induced	retinopathy	(OIR).	Suppression	of	S1PR2	showed	accelerated	

vascularization	of	the	central	retina	(170).	Various	studies	have	shown	that	Nogo-A	acts	as	a	neg-

ative	regulator	of	angiogenesis	and	has	potential	for	treating	ROP	(171,	173,	174).	On	the	other	

hand,	its	role	has	not	yet	been	investigated	in	EPCs	in	the	OIR	model.	This	study	aims	to	investigate	
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the	interrelation	between	EPCs	function	and	Nogo-signaling	in	OIR	condition.	Altogether,	the	re-

sults	shown	that	hyperoxia	alters	BM-EPCs	angiogenic	functions	by	inducing	the	Nogo-A	signaling	

which	may	 contribute	 in	 impaired	 revascularization	 during	OIR,	 and	 that	 targeting	 of	Nogo-A	

could	be	a	potential	new	target	to	protect	EPCs	biological	activities,	and	in	turn,	vascular	integrity	

in	ischemic	retinopathies.
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3.3	 Materials	and	methods	

	

Animal	Care		

All	animal	experimental	procedures	were	performed	with	strict	adherence	to	the	ARVO	State-

ment	for	the	Use	of	Animals	in	Ophthalmic	and	Vision	Research	and	approved	by	the	Animal	Care	

Committee	of	the	Hospital	Maisonneuve-Rosemont	in	accordance	with	guidelines	established	by	

the	Canadian	Council	on	Animal	Care.		

Identification	of	Endothelial	Progenitor	Cells	(EPCs)/Morphological	Characteristics	

Bone	marrow-derived	endothelial	progenitor	cells	 (BM-EPCs),	also	known	as	«	 late	outgrowth	

EPCs	»	or	«	endothelial	colony	forming	cells	»	(ECFC)	express	hematopoietic	stem	cell	myeloid	

markers	such	as	CD34	and	CD117	and	endothelial	markers	such	as	lectin,	VEGFR2	and	CD31	(102,	

105,	106).	Also,	EPCs	acquire	endothelial	cells	(ECs)	morphology	and	are	capable	of	forming	tubes	

in	vitro.	In	our	experiments,	the	vast	majority	of	adherent	cells	bind	FITC-labeled	lectin,	had	ECs	

morphology	and	were	forming	tubes	in	vitro.	We	also	found	that	they	can	migrate	in	vitro.	Ac-

cording	to	previous	studies,	the	morphological	and	functional	characteristics	that	these	cells	pre-

sent	confirm	that	they	are	EPCs	(102,	186).	Therefore,	these	cells	were	characterized	and	referred	

to	as	EPCs	in	this	study.		

EPCs	Isolation	From	Rat	Bone	Marrow	

The	mononuclear	cells	were	isolated	from	the	femur’s	and	tibiae’s	bone	marrow	of	Sprague	Daw-

ley	postnatal	day	10	rats.	The	bone	marrow’s	cavities	were	flushed	with	medium	200	(Life	tech-

nologies)	supplemented	with	10%	fetal	bovine	serum	(FBS,	Wisent,	St-Jean-Baptiste,	QC,	Canada),	

100	IU/ml	penicillin/0.1	mg/ml	streptomycin	(Wisent)	and	low	serum	growth	supplements	(LSGS;	

2%	FBS,	3	ng/ml	bFGF,	10	mg/ml	heparin,	1	mg/ml	hydrocortisone,	and	10	ng/ml	EGF;	Life	Tech-

nologies)	to	harvest	the	cells.	The	cells	were	kept	7	days	in	culture	on	fibronectin-precoated	plates	

(Sigma,	St.	Louis,	MO)	and	non-adherent	cells	were	removed	by	washing	with	PBS.	The	fibronectin	

adherent	cells	are	considered	as	«	early	outgrowth	EPCs	»	or	«	proangiogenic	cells	»	(PACs).	These	

cells	were	kept	an	additional	 three	weeks	 in	culture	so	 they	can	acquire	EPCs	phenotype	and	
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characteristics.	After	four	weeks	of	culture,	the	adherent	cells	were	considered	EPCs	or	ECFCs	and	

were	positive	for	FITC-labeled	lectin	BS-1	(Bandeiraea	simplicifolia,	Sigma)	and	able	to	form	tu-

bules	on	matrigel	tube.		

Oxygen-Induced	Retinopathy	(OIR)/Vaso-Obliteration	Model	

The	angiogenic	properties	of	EPCs	and	reprogrammed	EPCs	(Nogo-66-treated-EPCs)	were	studied	

during	vascular	degeneration	in	oxygen-induced	retinopathy	(OIR)	model.	This	model	induces	ret-

inal	vaso-obliteration	(VO)	in	Sprague	Dawley	newborn	rats	by	exposing	them	to	a	constant	hy-

peroxia	(80%	O2)	environment	from	P5	to	P10.	The	chambers	were	controlled	by	a	computer-

assisted	Oxycycler	(BioSpherix,	Ltd.).	Three	groups	of	rat	pups	were	anesthetized	30	minutes	be-

fore	hyperoxia	exposure	at	P5	and	were	intraperitoneally	injected	with	50	µl	of	200	000	native	

EPCs	or	reprogrammed	EPCs	(Nogo-66-treated-EPCs)	or	PBS	used	as	a	control.	Some	of	the	rat	

pups	of	each	group	were	euthanatized	at	P8	and	their	retinas	were	collected	for	molecular	anal-

ysis.	The	rest	of	them	were	euthanatized	at	P10	and	their	retinas	were	collected	for	vessels	im-

munostaining	(retinal	flat	mounts)	and	for	molecular	analysis.		

Immunohistochemistry	of	Retinal	Vessels	

In	order	to	study	the	retinal	vasculature,	enucleated	eyes	were	fixed	for	one	hour	in	4%	para-

formaldehyde	at	room	temperature	and	kept	in	PBS	until	performing	the	retinal	flat	mount	dis-

section.	The	retinas	were	incubated	overnight	in	1%	Triton	X100,	1	mM	CaCl2/PBS	with	the	tetra-

methylrhodamine	isothiocyanate–conjugated	lectin	endothelial	cell	marker	Bandeiraea	simplici-

folia	(1:100;	Sigma-Aldrich	Corp.,	St.	Louis,	MO,	USA).	Before	preparing	microscope	slides,	PBS	

was	used	to	wash	retinas.	They	were	mounted	on	microscope	slides	(Bio	Nuclear	Diagnostics,	Inc.,	

Toronto,	ON,	Canada)	under	coverslips	with	mounting	media	(Fluoro-Gel;	Electron	Microscopy	

Sciences,	Hatfield,	PA,	USA).	Then,	an	epifluorescence	microscope	was	used	to	take	pictures	of	

retinas	(Zeiss	AxioObserver;	Carl	Zeiss	Canada,	Toronto,	ON,	Canada)	and	the	MosaiX	option	in	

the	AxioVision	4.6.5	software	(Zeiss)	was	used	to	merge	the	images	into	a	single	file.		
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Migration	Wound	Healing	Assay	

Cell	migration	and	motility	were	analyzed	by	a	scratch	wound	assay	on	confluent	EPCs.	The	cells	

were	grown	to	near	confluence	in	24-well	plates	and	were	treated	or	not	with	different	doses	of	

Nogo-66	antagonist	peptide	(Sigma-Aldrich	Corp.,	N7161)	to	obtain	different	concentrations	such	

as	1	µM,	5	µM	and	10	µM.	Right	after	treating	the	cells,	the	monolayer	scratch	was	performed	

mechanically	by	a	pipette	tip	and	they	were	exposed	or	not	to	hyperoxia	(80%	O2).	The	cell	mi-

gration	was	evaluated	24	hours	after	the	disruption	with	an	inverted	microscope	at	a	magnifica-

tion	of	100x.	Then	 the	cell	density	was	quantified.	Five	 fields	per	well	were	evaluated	and	all	

experiments	were	performed	in	duplicate.	

EPCs	Capillary-Like	Tubulogenesis	On	Matrigel	

The	angiogenic	activity	such	as	the	capacity	of	forming	capillary-like	tubes	was	evaluated	using	a	

Matrigel	tube	assay.	EPCs	extracted	from	OIR	and	non-OIR	rats	treated	or	not	with	Nogo-66	an-

tagonist	peptide	(10	µM)	were	plated	at	a	density	of	30	000	cells/well	in	96-well	plates	precoated	

with	50	µl	of	growth	factors	reduced	Matrigel	Matrix	(Fisher	Scientific,	New	Hampshire,	USA)	and	

cultured	at	37°C	for	6h	in	normoxia	or	hyperoxia	in	complete	endothelial	growth	medium	(see	

EPCs	isolation	from	rats	bone	marrow	section).	A	light	microscope	at	a	magnification	of	10x	was	

used	to	take	pictures	of	the	capillary-like	tubes	and	they	were	quantified	by	counting	branches	

and	branching	points.		

qRT-PCR	Analyses	

In	order	to	quantify	the	mRNA	levels	of	Nogo-A,	NgR1	and	other	angiogenic	factors	in	EPCs	and	

in	rat	retinas,	RNeasy	mini	kit	(Qiagen)	was	used	to	extract	total	RNA	with	the	manufacturer’s	

protocol.	Then	to	generate	cDNA,	iScript-II	RT	kit	(Qiagen)	was	used	for	the	reverse	transcription	

with	the	manufacturer’s	protocol	as	well.	After,	25	ng	of	cDNA	samples,	2	µM	of	specific	primers	

(Alpha	DNA,	Montreal,	Canada)	for	the	selected	mRNAs	and	Universal	SYBR	Green	Supermix	(Bi-

oRad)	were	needed	to	do	a	quantitative	real-time	PCR	reaction.	The	instrument	detection	system	

ABI	Prism	7500	(Applied	Biosystems,	Foster	City,	CA,	USA)	allowed	to	calculate	the	relative	ex-

pression	(RQ	=	2-DDCT)	and	normalize	it	to	b-Actin	and	GAPDH.	
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Western	Blot	Analysis	

To	quantify	protein	 levels	of	Nogo-A,	NgR1	and	SDF-1	 in	EPCs	and	 in	rat	retinas,	Western	blot	

analysis	 was	 performed.	 The	 retinas	were	washed	 in	 PBS,	 snap-frozen	 in	 liquid	 nitrogen	 and	

stored	 at	 -80°C	until	 total	 protein	 extraction.	 The	 retinas	were	homogenized	 in	 ice	 cold	RIPA	

buffer	(pH=8)	containing	50	mM	Tris-HCl,	150	mM	NaCl,	5	mM	EDTA,	1%	Triton	100x,	0.5%	sodium	

deoxycholate,	0.1%	SDS	with	a	cocktail	of	proteases	and	phosphatases	inhibitors	(MiniComplete,	

PhosphoStop	and	PMSF,	Roche,	Bâle,	Switzerland)	to	extract	the	whole-cell	proteins.	EPCs	were	

lysed	with	100	µl	of	RIPA	lysis	buffer	per	well	in	6-well	plates,	harvested	and	sonicated.	On	a	SDS-

polyacrylamide	gel,	50	µg	of	protein	per	retina	homogenate	sample	and	20	µg	of	protein	per	cell	

lysate	sample	were	separated	and	electroblotted	on	nitrocellulose	membranes.	Membranes	were	

kept	for	one	hour	in	a	blocking	solution	of	TBS-T	with	5%	milk	so	their	non-specific	binding	sites	

could	be	blocked	and	were	probed	overnight	at	4°C	with	the	following	antibodies:	rabbit	antibody	

Nogo	(1:1000,	ab47085;	ABCAM),	rabbit	antibody	NgR1	(1:1000,	ab184556,	ABCAM),	rabbit	anti-

body	SDF-1	(1:1000,	ab9797;	ABCAM)	or	mouse	antibody	b-Actin	(1:2000,	ab8227;	ABCAM).	The	

membranes	were	washed	five	times	for	five	minutes	with	TBS-T	and	incubated	with	secondary	

antibodies	 for	 one	 hour	with	 1:2500	horseradish	 peroxidase	 (HRP)–conjugated	 anti-mouse	 or	

1:2000	HRP-conjugated	anti-rabbit	secondary	antibodies	(Millipore).	They	were	then	exposed	on	

LAS-3000	imager	using	the	chemiluminescent	reaction	(GE	Healthcare,	Piscataway,	NJ)	to	detect	

specific	proteins.	Quantification	of	protein	expressions	was	analyzed	using	ImageJ	and	the	results	

are	expressed	as	density	values	normalized	to	the	loading	control	(b-Actin).			

Statistical	Analysis			

All	results	are	presented	as	mean	±	SEM.	Statistical	significance	was	evaluated	by	a	one	or	two-

way	ANOVA	followed	by	a	Bonferroni	post	hoc	test.	A	value	of	P<0.05	was	interpreted	to	denote	

statistical	significance.
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3.4	 Results	

	

Phenotypical	Validation	and	Angiogenic	Activities	of	Rat	BM-EPCs	Cultured	Ex-Vivo	

To	confirm	the	phenotype	and	characterization	of	EPCs	extracted	from	rat’s	bone	marrow,	we	

used	a	classic	method	of	culture	illustrated	in	Figure	1A,	which	consist	of	culturing	total	mononu-

clear	cells	extracted	from	bone	marrow	with	endothelial	growth	medium	on	a	fibronectin	matrix.	

After	four	weeks	of	culture,	we	validate	the	phenotype	of	adhered	cells	by	evaluating	their	mor-

phology,	their	endothelial	markers	(lectin)	and	their	angiogenic	activities.	As	shown	in	Figure	1B,	

the	cells	display	ECs	morphology,	bind	FITC-labeled	lectin	and	induce	tubulogenesis.	Accordingly	

to	these	characteristics,	we	can	consider	this	cell	population	as	EPCs.	

Hyperoxia	Induces	Nogo-A/NgR1	Expression	in	EPCs	

The	expression	of	Nogo-A	and	its	receptor	NgR1	were	evaluated	in	EPCs	exposed	or	not	to	hy-

peroxia	(80%	O2).	We	evaluate	the	effect	of	in	vitro	hyperoxia	at	different	time	points	on	Nogo	

and	NgR1	expression	in	EPCs.	Cells	were	collected	after	two,	six	and	24	hours	of	hyperoxia	expo-

sure.	We	can	see	upregulation	of	Nogo	and	NgR1	expression	with	a	peak	at	24	hours	(Figure	2).	

Neutralization	of	Nogo-A	Rescued	the	Angiogenic	Activity	of	EPCs	in	Hyperoxic	Condition	

In	order	to	determine	the	best	dose	of	Nogo	peptide	antagonism,	EPCs	were	treated	ex	vivo	with	

1	µM,	5	µM	and	10	µM.	The	scratch	migration	assay	(Figure	3A)	shows	that	EPCs	treated	with	a	

Nogo	neutralizing	peptide	display	a	better	migratory	capacity	dose	dependently	in	hyperoxic	con-

ditions.	From	these	observations,	we	chose	10	µM	for	the	next	experiments.	EPCs	from	healthy	

normoxic	rats	were	used	for	tube	formation	assay.	For	this	test,	EPCs	were	subjected	or	not	to	

hyperoxia	ex-vivo	and	treated	or	not	with	Nogo	antagonist.	Figure	3B	shows	that	hyperoxia	ex-

posure	lead	to	tubulogenesis	impairment,	and	that	can	be	rescued	by	the	use	of	a	neutralizing	

peptide	against	Nogo.	In	addition,	the	same	test	was	done	on	EPCs	extracted	from	OIR	rats	at	P10	

(Figure	3C)	and	the	results	show	an	increase	of	vasculogenesis	when	Nogo	is	inhibited.	This	result	

suggests	that	NOGO	can	potentially	play	an	anti-angiogenic	role	on	the	functions	of	the	EPCs.	
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Nogo-A	Inhibition	Promotes	SDF-1	Expression	in	EPCs	

We	next	analyse	the	expression	of	different	angiogenic	factors	in	EPCs	subjected	to	hyperoxia	and	

treated	or	not	with	Nogo	antagonism.	Between	VEGF,	SDF-1,	EPO,	FGF-2,	PDGF,	TSP-1	and	TNF-

a,	only	the	mobilizing	factor	SDF-1	showed	a	significative	increase	of	its	expression	in	EPCs	treated	

with	Nogo	inhibitor	and	exposed	in	both	normoxic	and	hyperoxic	condition	(Figure	4).		

Supplementation	of	Nogo-A	Signaling	Promotes	Retinal	Revascularization	of	OIR	Rats	

In	order	to	analyse	the	impact	of	EPCs	treated	with	Nogo	peptide	antagonism	on	retinal	vascula-

ture,	we	injected	intraperitoneally	in	rat	pups	at	P5	PBS	in	the	first	group,	EPCs	in	the	second	and	

Nogo-treated	EPCs	in	the	third	group	and	exposed	rats	to	80%	oxygen	up	to	P10.	We	sacrificed	

the	rats	at	two-time	points,	either	P8	and	P10	and	harvested	their	retinas.	From	there,	the	effects	

of	treatments	could	be	compared.	The	expression	of	EPCs	markers	such	as	CD34,	CXCR4	and	c-Kit	

was	analysed	in	the	retina	by	qRT-PCR	(Figure	5A).	The	results	show	an	increase	of	their	expres-

sion	in	the	Nogo-treated	EPCs	rats	group	suggesting	possibly	that	the	treatment	led	to	an	increase	

in	 the	amount	of	EPCs	 in	 the	retina.	The	effect	of	 treatments	was	analyzed	directly	on	retinal	

vasoobliteration	by	performing	flat	mount	dissections	on	retinas	of	P10	OIR	rats	(Figure	5B).	As	

can	be	seen,	the	central	and	peripheral	avascularized	regions	decrease	with	EPCs	treatment,	but	

it	is	a	little	more	marked	by	Nogo-treated	EPCs	treatment.	Therefore,	there	is	a	therapeutic	effect	

by	injecting	native	EPCs	or	EPCs	treated	with	Nogo	inhibitor	which	could	be	seen	by	the	improve-

ment	of	retinal	revascularization	of	OIR	rats.	Moreover,	the	expression	of	different	pro-angiogenic	

factors	such	as	VEGF,	SDF-1,	PDGF	and	EPO	has	been	evaluated	in	the	retinas	of	rats	treated	with	

EPCs	reprogrammed	or	not	 (Figure	6A).	 It	can	be	seen	that	Nogo-treated	EPCs	group	shows	a	

significant	increase	in	the	expression	of	these	factors	at	P10.	The	expression	of	SDF-1	and	VEGF	is	

increased	and	can	be	confirmed	again	in	Figure	6B.	The	results	show	that	the	supplementation	of	

EPCs	in	the	OIR	rats	generates	an	increase	of	pro-angiogenic	factors.		
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3.5	 Discussion	

	

Neovascularization	(NV)	is	a	biological	process	requiring	the	participation	of	several	cells	types	

including	endothelial	cells,	proangiogenic	cells	and	endothelial	progenitor	cells.	Several	studies	

have	shown	the	involvement	of	mobilized	bone	marrow	cells,	among	others,	endothelial	progen-

itor	cells	(EPCs)	which	are	also	known	as	"late	outgrowth	EPC"	and	"endothelial	colony	forming	

cell".	EPCs	are	now	known	to	be	mobilized	to	the	site	of	ischemia	where	they	can	participate	in	

vascular	repair	and	NV.	They	participate	mostly	by	directly	integrating	the	blood	vessel	in	order	

to	participate	in	its	formation	but	they	also	have	secondary	paracrine	role	which	is	secreting	pro-

angiogenic	factors	at	the	NV	site.	The	main	secreted	angiogenic	factors	are	VEGF,	SDF,	FGF,	IGF,	

EPO,	PDGF	and	Ang	(106,	187).	Despite	their	importance	in	NV,	many	studies	have	shown	a	de-

crease	in	the	rate	and	function	of	EPCs	in	insufficient	NV	after	ischemia.	For	example,	studies	have	

confirmed	this	phenomenon	in	ischemic	diseases	in	presence	of	cardiovascular	risk	factors	such	

as	diabetes,	dyslipidemia	and	aging	(125,	129,	181,	188-190).	The	changes	in	number	and	func-

tions	of	EPCs	are	correlated	to	enhanced	oxidative	stress	which	is	possibly	a	result	of	systemic	

and	 localised	 inflammation.	Therefore,	 it	 is	especially	diseases	presenting	oxidative	stress	and	

inflammation	that	show	a	reduction	in	the	number	of	EPCs	and	their	dysfunction	(125,	130).	Very	

interestingly,	oxidative	stress	and	inflammation	are	found	in	the	pathophysiology	of	ROP	as	well,	

which	is,	as	mentioned	before,	a	proliferative	disorder	causing	vascular	degeneration	in	prema-

ture	babies	exposed	to	an	excess	of	oxygen.	However,	the	role	of	EPCs	and	the	mechanisms	in-

volved	in	vascular	degeneration	during	ROP	are	still	poorly	understood.	

Knowing	that	EPCs	have	important	functions	in	the	angiogenic	process,	they	could	be	a	potential	

candidate	for	cell	therapy	to	reduce	the	extent	of	ischemia	and	promote	NV	in	the	initial	step	of	

ROP.	Indeed,	treatments	based	on	naïve	or	reprogrammed	EPCs	supplementation	have	reported	

many	positive	results	to	promote	NV	in	diabetic	retinopathy,	cardiovascular	disease,	stroke	and	

of	hindlimb	ischemia	(179-182).	In	this	study,	we	aimed	to	promote	NV	in	the	initial	phase	of	ROP	

which	is	the	vascular	degeneration	in	order	to	attenuate	the	subsequent	phase	which	is	the	ex-

cessive	and	pathological	NV.	Our	results	show	that	the	dysfunction	of	EPCs	subjected	to	hyperoxia	
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is	associated	with	an	increase	of	the	expression	of	the	Nogo-A	protein.	More	specifically,	our	re-

sults	show	that	EPCs	subjected	to	hyperoxia	lose	their	angiogenic	functions,	but	they	regain	them	

when	Nogo-A	is	inhibited.	Nogo-A	is	a	potential	player	in	angiogenesis.	According	to	studies,	it	

acts	mostly	as	a	negative	regulator	of	angiogenesis	 through	RhoA	pathway	modulation	by	the	

interaction	of	Nogo-D20	with	S1PR2.	As	described	before,	their	interaction	shows	a	role	in	patho-

logical	angiogenesis	like	the	one	seen	in	ROP	in	the	OIR	model	(163,	170,	191-193).	We	can	notice	

that	for	the	first	time	the	role	of	Nogo-A	has	been	investigated	in	EPCs,	showing	that	a	reduction	

in	the	expression	of	Nogo-A	in	EPCs	leads	to	an	improvement	of	their	angiogenic	activities	in	vitro,	

ex	vivo	and	in	vivo.	This	can	be	seen	by	a	decrease	in	retinal	vasoobliteration	in	baby	OIR	rats.	

Our	results	confirm	the	effectiveness	of	a	treatment	based	on	native-EPCs	supplementation	in	

OIR	model	 to	promote	healthy	 retinal	 vascular	development,	but	also	a	higher	efficiency	of	a	

treatment	of	reprogrammed	EPCs	(Nogo-A	suppressed).	This	agrees	with	numerous	studies	car-

ried	out	on	EPCs	and	the	Nogo-A	protein	in	the	angiogenic	process.	In	this	study,	we	showed	the	

unknown	aspect	of	the	role	of	Nogo-A	in	EPCs.	In	addition,	inhibition	shows	an	increase	in	the	

expression	of	factor	SDF-1	in	EPCs	exposed	to	hyperoxia	in	vitro.	This	mobilizing	factor	has	been	

widely	documented	for	its	important	role	in	recruiting	EPCs	to	injury	sites	so	that	they	can	partic-

ipate	in	vascular	repair.	SDF-1	also	promotes	vascular	permeability,	activation,	migration	and	pro-

liferation	of	ECs	leading	to	the	formation	of	capillaries	(115,	123,	124,	194).	Moreover,	our	results	

show	that	 the	expression	of	SDF-1	 is	 in	part	associated	with	the	 inhibition	of	Nogo-A.	Nogo-A	

negatively	regulates	angiogenesis	and	according	to	our	results,	this	protein	decreases	the	expres-

sion	of	SDF-1	thus	confirming	its	negative	role	in	angiogenesis.	The	specific	mechanisms	involved	

in	angiogenesis	by	Nogo-A	require	further	study,	but	it	has	still	been	shown	that	it	is	through	the	

RhoA	pathway	that	Nogo-A	exerts	its	role	in	angiogenesis.	It	is,	among	other	things,	the	sequence	

of	Nogo-A	that	binds	 to	 its	 specific	 receptor	S1PR2	that	causes	 the	activation	of	 this	 signaling	

pathway	(170).	The	effector	protein	of	the	small	GTPase	RhoA	is	ROCK	which,	through	the	MYPT-

1,	LIMK	and	ERK1/2	pathways,	causes	vascular	permeability,	the	migration	and	proliferation	of	

ECs	and	the	formation	of	capillaries	(166,	170).	Studies	indicate	that	the	RhoA	pathway	promotes	

angiogenesis,	while	others	confirm	the	opposite	(170,	180-182).	In	regard	to	Nogo,	we	do	know	

that	the	Nogo-66	fragment	binds	to	NgR1	and	it	is	through	activation	of	the	RhoA	pathway	that	
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the	actin	cytoskeleton	is	destabilized.	However,	knowing	that	this	same	pathway	is	involved	pos-

itively	or	negatively	in	angiogenesis,	it	represents	a	possible	signaling	to	explain	the	downregula-

tion	of	Nogo-A	in	angiogenesis	(163,	170,	191-193).	In	conclusion,	this	study	showed	the	efficacy	

of	EPCs	as	cell	therapy	and	improved	efficacy	of	EPCs	treatment	in	which	Nogo-A	is	suppressed	in	

OIR	rats.	This	confirms	the	angiogenic	power	of	EPCs	and	the	involvement	of	Nogo-A	in	OIR	model.		
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3.7	 Figures	

Figure	1	

	

Figure	1.	Phenotype	validation	of	BM-isolated	EPC.	A.	Illustration	of	EPCs	isolation	method	from	

bone	marrow.	Mononuclear	cells	extracted	from	bone	marrow	were	coated	on	a	fibronectin	ma-

trix	and	after	3	weeks	in	culture,	the	adhered	cells	were	EPCs.	B.	EPCs	morphology	is	shown	in	the	

first	picture.	EPCs	were	stained	with	FITC-labeled	lectin	BS-1	(green).	EPCs	ability	to	promote	an-

giogenesis	 in	vitro	(Matrigel	assay)	was	evaluated	in	the	last	picture.	Scale	bars,	50	μm.	N=3-4	

experiments.		
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Figure	2	

	

Figure	2.	Hyperoxia-induced	Nogo/NgR1	expression	in	EPCs.	A	and	B.	mRNA	and	protein	expres-

sion	levels	of	Nogo	and	its	receptor	NgR1	in	EPCs	exposed	to	80%	oxygen	at	different	time	point	

(0h,	2h,	3h,	6h,	24h	and	48h).	Data	are	mean	±	SEM.	*p<0.05	vs	normoxia	(control).	N=3-4	exper-

iments.	
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Figure	3	

	

Figure	3.	Neutralization	of	Nogo	rescued	the	angiogenic	activity	of	EPC	in	hyperoxic	condition.	

A.	Scratch	migration	assays	were	performed	on	EPCs	treated	with	different	doses	of	Nogo	neu-

tralizing	peptides	exposed	in	hyperoxia	for	24h.	B	and	C.	Angiogenesis	tubules	formation	(Mat-

rigel	assay)	of	EPCs	from	healthy	normoxic	and	OIR	rats	subjected	or	not	to	hyperoxia	and	treated	

with	Nogo	antagonism.	Scale	bars,	50	μm.	Data	are	mean	±	SEM.	*p<0.05	vs	normoxia	(control).	

#p<0.05	vs	hyperoxia.	N=3-4	experiments.	
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Figure	4	

	

Figure	4.	Nogo	inhibition	promotes	SDF-1	expression	in	EPCs.	A.	qRT-PCR	analyses	of	angiogenic	

factors	expression	in	EPCs	treated	or	not	with	Nogo	antagonism	exposed	to	hyperoxia	for	24h.	B.	

Protein	analyses	of	SDF-1	mobilisator	factor	 in	EPCs	treated	or	not	with	Nogo	antagonism	and	

exposed	 to	hyperoxia	 for	6h	and	24h.	Data	are	mean	±	 SEM.	*p<0.05	vs	PBS	 (control).	N=3-4	

experiments.	
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Figure	5	

	

Figure	5.	Effects	of	supplementation	of	native	or	Nogo-/-	EPC	in	retinal	vasculature	of	OIR	rats.	

A.	qRT-PCR	analyses	of	EPCs	marker	levels	in	the	retina	of	OIR	rats	treated	with	an	intraperitone-

ally	 injection	of	50	µl	of	200	000	native	EPCs	or	Nogo-treated	EPCs	at	P5.	PBS	was	 injected	 in	

control	rats.	The	marker’s	expressions	are	compared	at	P8	and	P10.	B	and	C.	Representative	flat	

mount	pictures	and	quantitative	analysis	of	central	and	peripheral	retinal	vasoobliteration	in	OIR	

rats	treated	or	not	with	native	or	reprogrammed	EPCs.	Scale	bars,	500	μm.	Data	were	mean	±	

SEM.	*p<0.05	vs	PBS	(control).	N=4	retinas/group	for	qRT-PCR	and	6	retinas	for	flat	mounts.	
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Figure	6	

Figure	6.	Retinal	level	of	angiogenic	factor	in	OIR	rats	treated	with	native	or	Nogo-/-	EPCs.	A.	

qRT-PCR	analyses	of	angiogenic	factors	in	OIR	rats	treated	intraperitoneally	with	PBS	or	native	

EPCs	or	reprogrammed	EPCs	at	P8	and	P10.	B.	Protein	analyses	of	SDF-1	and	VEGF	angiogenic	

factors	in	OIR	retinas	at	P8	in	the	three	groups	of	rats.	Data	were	mean	±	SEM.	*p<0.05	vs	PBS	

(control).	N=4	retinas/group	for	qRT-PCR	and	western	blot.	
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Chapitre	4	–	Discussion	

L’objectif	global	de	ce	mémoire	était	d’évaluer	 l'interrelation	entre	 les	 fonctions	des	EPC	et	 la	

signalisation	Nogo/NgR1	en	condition	OIR	dans	le	but	de	trouver	de	nouvelles	pistes	thérapeu-

tiques	pour	améliorer	la	réparation	vasculaire.	Pour	se	faire,	nous	avons	évaluer	l’effet	de	l’hype-

roxie	sur	la	fonction	des	EPCs	dérivées	de	la	moelle	osseuse	in	vitro	et	aussi	sur	la	voie	de	signali-

sation	Nogo-A/NgR1	chez	ces	mêmes	cellules	et	nous	avons	fini	par	évaluer	l’efficacité	thérapeu-

tique	d’un	traitement	d’EPCs	natives	ou	Nogo	-/-	sur	l’atténuation	de	la	VO	dans	le	modèle	OIR.	

Dans	l'ensemble,	les	résultats	de	cette	étude	suggèrent	que	le	ciblage	de	Nogo-A	protège	l'activité	

angiogénique	des	EPCs	contre	l'hyperoxie	dans	l'OIR	et	pourrait	être	une	nouvelle	cible	poten-

tielle	pour	l'intégrité	vasculaire	dans	les	rétinopathies	ischémiques.	Nous	pouvons	en	faire	l’ana-

lyse	détaillée	dans	les	sections	suivantes.		

	

4.1	Impact	thérapeutique	des	EPCs	dans	la	revascularisation	rétinienne	

pathologique	des	bébés	prématurés	
	

Nous	avons	d’abord	caractérisé	 le	phénotype	des	EPCs	afin	de	confirmer	 leur	 identité	pour	 le	

reste	des	expériences.	Les	EPCs	ont	plusieurs	marqueurs	cellulaires	spécifiques	soit	hématopoïé-

tiques	ou	endothéliaux.	Elles	sont	positives	pour	les	marqueurs	hématopoïétiques	tels	que	c-Kit,	

Sca-1,	CD34	et	CD133,	et	endothéliaux	 tels	que	VEGFR2,	CD31	et	 la	 lectine.	 Les	EPCs	ont	une	

capacité	de	proliférer,	de	former	des	tubules	in	vitro,	de	participer	à	la	formation	de	vaisseaux	in	

vivo	et	de	 favoriser	 la	mobilisation	au	site	 ischémique.	Elles	sont	aussi	capables	d’une	activité	

paracrine	pro-angiogénique,	mais	elle	n’est	pas	aussi	prononcée	que	les	«	early	»	EPCs,	aussi	con-

nues	sous	le	nom	de	PACs.	De	plus,	elles	peuvent	adhérer	à	la	fibronectine	et	internaliser	les	LDL	

diacétylés.	Dans	le	but	d’identifier	et	de	caractériser	les	EPCs,	nous	les	avons	d’abord	extraites	de	

la	moelle	osseuse	de	rats	et	les	avons	cultivés	ex	vivo.	Nos	résultats	de	la	Figure	1	démontrent	

que	les	cellules	mononuclées	récoltées	de	la	moelle	osseuse	possèdent	les	caractéristiques	des	
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EPCs,	car	elles	sont	positives	pour	la	lectine,	sont	capables	de	tubulogenèse	et	ont	une	morpho-

logie	similaire	aux	ECs.	Nous	avons	ensuite	évalué	l’impact	thérapeutique	de	ces	cellules	dans	la	

revascularisation	rétinienne	chez	les	bébés	rats	P10	contrôles	et	OIR	in	vivo.	Nous	avons	d’abord	

injecté	des	EPCs	par	deux	voies	d’administration,	soit	la	voie	intrapéritonéale	et	intravitréenne.	

Cela	nous	a	permis	de	comparer	les	effets	de	chaque	type	d’injection	et	de	choisir	celui	qui	pro-

cure	 le	meilleur	effet.	C’est	alors	que	 les	 résultats	 révélés	par	une	 injection	péritonéale	mon-

traient	un	effet	supérieur	en	général	chez	le	modèle	OIR.	Cela	pourrait	peut-être	s’expliquer	par	

une	meilleure	distribution	uniforme	du	traitement	à	la	rétine,	alors	qu’il	se	pourrait	que	par	voie	

intravitréenne,	les	cellules	ne	puissent	pas	se	distribuer	uniformément.	Nous	avons	donc,	par	la	

suite,	traité	nos	trois	groupes	(contrôle,	EPCs	natives,	EPCs	reprogrammées)	par	voie	intrapérito-

néale.	Les	résultats	suggèrent	qu’il	y	a	bel	et	bien	un	impact	positif	sur	la	vasculature	rétinienne	

lorsqu’elles	sont	injectées	par	voie	intrapéritonéale.	En	effet,	les	montages	à	plat	rétiniens	des	

bébés	rats	P10	de	la	Figure	5	montrent	que	la	région	vasooblitérée	est	significativement	diminuée	

confirmant	donc	le	rôle	pro-angiogénique	des	EPCs.	De	plus,	les	résultats	montrent,	également,	

une	augmentation	de	l’expression	des	marqueurs	retrouvés	chez	les	EPCs	tels	que	CD34,	CXCR4	

et	c-KIT.	Plusieurs	études	confirment	les	effets	positifs	sur	la	NV	et	l’ischémie	tissulaire	des	EPCs	

par	une	thérapie	cellulaire.	Entre	autres,	sur	la	rétinopathie	diabétique,	les	accidents	vasculaires	

cérébraux	et	l’ischémie	des	membres	postérieurs	(179-182).	Le	rôle	des	EPCs	reste	davatange	à	

être	investigué	en	recherche	clinique,	mais	notre	étude	et	les	nombreuses	précédentes	suggèrent	

tout	de	même	un	certain	potentiel	d’une	utilisation	future	de	ces	cellules	comme	une	thérapie	

cellulaire	pour	la	ROP.	

	

4.2	Les	voies	de	signalisation	Nogo	dépendantes	et	sous-jacentes	:	un	

rôle	potentiel	dans	l’inhibition	angiogénique	
	

La	protéine	Nogo-A	a	été	la	plus	étudiée	parmi	ses	isoformes	(Nogo-B	et	Nogo-C).	Elle	est	surtout	

connue	pour	son	rôle	inhibiteur	dans	la	croissance	des	neurites	et	dans	la	régénération	exercée	
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par	la	myéline	(155).	De	plus,	Nogo-A	joue	également	un	rôle	dans	le	développement	du	système	

visuel.	Plus	précisément	dans	la	myélinogenèse	nerveuse	optique,	la	formation	et	la	maturation	

des	axones	rétiniens	et	l’angiogenèse	rétinienne	(167).	Aujourd’hui,	nombreuses	sont	les	études	

à	avoir	montré	ses	propriétés	anti-angiogéniques	et	c’est	donc	pour	cela	que	nous	avons	évalué	

son	rôle	anti-angiogénique	chez	les	EPCs	in	vitro	et	in	vivo		(170-172).	Nos	résultats	montrent	une	

augmentation	de	l’expression	de	Nogo-A	et	NgR1	chez	 les	EPCs	extraites	de	la	moelle	osseuse	

soumises	à	l’hyperoxie	ex	vivo	et	chez	les	EPCs	extraites	des	rats	OIR.	Nous	pouvons	également	

observer	que	cette	augmentation	de	l’expression	corrèle	avec	la	dysfonction	angiogénique	des	

EPCs,	c’est-à-dire	 leur	capacité	migratoire	et	de	tubulogenèse.	Cela	suggère	possiblement	que	

Nogo-A	a	un	effet	négatif	sur	la	fonction	des	EPCs.	C’est	ainsi	que	nous	avons	voulu	investiguer	le	

rôle	anti-angiogénique	de	Nogo-A	sur	la	fonction	des	EPCs.	Nous	avons	utilisé	un	peptide	neutra-

lisant	afin	d’inhiber	le	fragment	Nogo-66	de	Nogo-A	chez	les	EPCs	in	vivo.	Les	résultats	montrent	

que	l’inhibition	de	l’interaction	de	la	protéine	avec	son	récepteur	NgR1	permet	aux	EPCs	de	récu-

pérer	leurs	capacités	angiogéniques	soit	celles	de	migrer	et	de	former	des	tubules.	Par	ailleurs,	

nous	observons	que	 les	 fonctions	des	EPCs	sont	récupérées	en	condition	hyperoxique	 lorsque	

Nogo-A	est	inhibée,	suggérant	donc	un	effet	protecteur	des	fonctions	des	EPCs	contre	l’hyperoxie.	

Une	étude	montre	que	la	neutralisation	de	Nogo-A	augmente	la	densité	des	vaisseaux	sanguins	

et	le	nombre	de	tip	cells	qui	sont	des	ECs	spécialisées	dans	le	cerveau	postnatal	et	elle	montre	

aussi	une	inhibition	de	l’adhésion	et	de	la	propagation	des	ECs	vasculaires	cérébrales	(170).	Les	

études	rapportent	 le	 fragment	D20	de	 la	protéine	Nogo-A	pour	 les	actions	 inhibitrices	dans	 le	

processus	angiogénique,	et	ce	en	liant	le	récepteur	S1PR2.	Leur	liaison	active	la	voie	de	signalisa-

tion	RhoA	qui	est	impliquée	dans	l’angiogenèse.	Des	études	stipulent	que	la	voie	RhoA	favorise	

l’angiogenèse,	alors	que	d’autres	confirment	l’inverse	(170,	195-197).	Ceci	étant	dit,	nous	savons	

que	le	fragment	Nogo-66	se	lie	à	NgR1	et	c’est	par	l’activation	de	la	voie	RhoA	que	le	cytosquelette	

d’actine	est	déstabilisé.	Cependant,	sachant	que	cette	même	voie	est	impliquée	de	manière	po-

sitive	ou	négative	dans	l’angiogenèse,	elle	représente	une	signalisation	possible	pour	expliquer	la	

régulation	négative	de	Nogo-A	dans	l’angiogenèse.	Nos	résultats	confirment	son	impact	négatif	

sur	l’angiogenèse	chez	les	EPCs	(163,	170,	191-193).	De	façon	intéressante,	l’inhibition	de	Nogo-

A	est	associée	à	une	induction	de	l’expression	du	facteur	angiogénique	et	mobilisateur	d’EPCs	qui	
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est	SDF-1.	Ceci	suggère	que	NgR1	régule	négativement	l’expression	de	SDF-1.	Cette	chimiokine	

est	connue	pour	jouer	un	rôle	important	dans	la	mobilisation	des	EPCs	de	la	moelle	osseuse	et	

dans	leur	migration	jusqu’aux	sites	ischémiques.	Grâce	à	leur	haute	concentration	en	cas	d’isché-

mie	et	d’inflammation,	SDF-1	attire	les	EPCs	aux	sites	de	NV	en	créant	un	gradient	de	concentra-

tion.	Ceci	se	fait	en	activant	la	voie	PI3K/AKT/eNos	(115,	123,	124).	De	plus,	une	hypothèse	pour-

rait	possiblement	expliquer	l’augmentation	de	la	concentration	de	SDF-1,	afin	d’attirer	les	EPCs	

et	ce	serait	par	un	mécanisme	autocrine	exercé	par	les	EPCs.	Alors,	en	plus	de	sécréter	SDF-1,	ce	

dernier	pourrait	activer	ses	récépteurs	à	la	surface	des	EPCs.	Ceci	enclencherait	leur	activation	et	

leur	production.	Sachant	que	SDF-1	 joue	un	rôle	crucial	dans	 l’activité	angiogénique	des	EPCs,	

l’augmentation	de	son	expression	lorsque	Nogo-A	est	inhibée	concorde	avec	la	récupération	des	

fonctions	angiogéniques	des	EPCs	lorsque	cette	même	protéine	est	inhibée.	Les	résultats	suggè-

rent	donc	que	la	signalisation	de	Nogo-A	et	de	son	récepteur	NgR1	est	interreliée	à	l’augmenta-

tion	de	l’expression	de	SDF-1.	Toutefois,	cette	relation	entre	Nogo-A	et	SDF-1	n’a	pas	encore	fait	

l’objet	des	études,	mais	serait	une	piste	intéressante	à	prendre	afin	de	connaître	davantage	les	

rôles	de	Nogo-A	dans	la	NV	comme	celle	rencontrée	dans	la	ROP.		

	

4.3	Potentiel	et	perspective	de	la	thérapie	basée	sur	des	EPCs	condition-

nées		
	

Finalement,	nous	avons	voulu	évaluer	l’effet	d’une	thérapie	cellulaire	basée	sur	des	EPCs	condi-

tionnées	(Nogo	neutralisée).	Les	EPCs	extraites	de	la	moelle	osseuse	ont	été	traitées	avec	un	pep-

tide	neutralisant	de	Nogo-A	pour	ensuite	être	injectées	par	voie	péritonéale	chez	les	bébés	rats	

OIR	à	P5.	Nous	avons	injecté	une	seule	dose	de	50	µl	contenant	200	000	EPCs	natives	ou	repro-

grammés	à	P5	pour	traiter	lors	de	la	dégénération	vasculaire	qui	constitue	la	phase	initiale	de	la	

ROP.	L’analyse	immunohistochimique	de	la	rétine	montre	une	diminution	significative	de	la	VO	

rétinienne	centrale	et	périphérique	comparée	aux	rats	contrôles	OIR.	L’effet	est	plus	prononcé	

que	celle	engendrée	par	le	traitement	d’EPCs	natives.	Ceci	suggère	que	le	traitement	avec	des	
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EPCs	reprogrammées	est	plus	efficace	que	celui	avec	des	EPCs	natives	confirmant	donc,	encore	

une	fois,	l’important	rôle	de	Nogo-A	dans	la	régulation	négative	de	l’angiogenèse.	En	outre,	on	

observe	encore	une	augmentation	de	l’expression	du	facteur	SDF-1	chez	les	rats	OIR	traités	avec	

des	EPCs	conditionnées.	Cette	même	observation	 in	vivo	confirme	nos	résultats	précédents	 in	

vitro.	En	plus	du	SDF-1,	on	observe,	dans	la	rétine	des	rats	de	ce	même	groupe,	une	augmentation	

de	l’expression	d’autres	facteurs	pro-angiogéniques	tels	que	le	VEGF,	PDGF	et	EPO.	Ceci	peut	être	

simplement	dû	au	contenu	intracellulaire	des	EPCs	se	rendant	à	la	rétine	qui	inclut	les	facteurs	

pro-angiogéniques.	Sachant	que	les	EPCs	sécrètent	des	facteurs	pro-angiogéniques	grâce	à	leur	

activité	paracrine,	il	est	aussi	possible	que	ce	soit	le	résultat	des	sécrétions	des	EPCs	injectées	qui	

se	rendent	à	la	rétine	chez	les	rats.	Nos	résultats	pourraient	peut-être	suggérer	une	possible	ac-

tivité	paracrine	pro-angiogénique	des	EPCs.	
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Chapitre	5	–	Conclusions	et	perspectives	

L’importance	des	EPCs	dans	la	réparation	vasculaire	et	la	NV	est	aujourd’hui	évidente.	C’est	pour-

quoi	il	est	fort	intéressant	de	les	étudier	dans	une	condition	de	ROP.	Notre	première	hypothèse	

qui	suggérait	une	amélioration	des	EPCs	dans	la	RV	rétinienne	chez	le	rat	OIR	a	pu	être	validée	

par	nos	résultats.	De	même	que	la	deuxième	hypothèse	qui	suggérait	une	inhibition	de	l’activité	

biologique	des	EPCs	par	Nogo-A	chez	 le	 rat	OIR	et	qu’une	 inhibition	de	Nogo-A	protégerait	et	

améliorerait	l’efficacité	angiogénique	des	EPCs	a	pu	être	validée.	Sommairement,	nous	pouvons	

conclure	que	l’hyperoxie	cause	une	dysfonction	angiogénique	des	EPCs	extraites	de	la	moelle	os-

seuse,	et	ce	en	induisant	Nogo-A	ce	qui	contribue	à	la	VO	rétinienne	chez	les	bébés	rats	préma-

turés	OIR	et	qu’une	supplémentation	d’EPCs	conditionnées	(Nogo-A	inhibée	ou	non)	est	plus	ef-

ficace	qu’une	supplémentation	d’EPCs	natives	pour	améliorer	la	réparation	vasculaire	rétinienne.	

À	la	lumière	de	nos	résultats	et	des	études	précédentes,	le	rôle	de	régulateur	négatif	de	l’angio-

genèse	de	Nogo-A	a	encore	été	confirmé	et	cette	protéine	représente	une	cible	potentielle	pour	

la	préservation	de	l’activité	biologique	des	EPCs	et	de	l’intégrité	vasculaire	chez	les	rats	OIR.	Da-

vantage	de	recherches	sont	requises	afin	d’utiliser	non	seulement	les	EPCs	comme	thérapie	cel-

lulaire,	mais	également	une	thérapie	d’EPCs	reprogrammées	par	l’inhibition	de	Nogo-A	chez	les	

nourrissons	prématurés	atteints	de	ROP.		
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