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Résumé 

Il est généralement bien accepté que les cellules endothéliales pro génitrices dérivées 

de la moelle osseuse exercent un rôle important dans le maintien de l 'homéostasie du 

système cardiovasculaire. Dernièrement, la découverte qu'un traitement aux estrogènes 

peut moduler le nombre et la fonctionnalité des cellules endothéliales pro génitrices et ainsi 

améliorer la réparation cardiovasculaire est venue susciter un vif intérêt. Cependant, 

jusqu'à présent, aucune étude n'a clairement démontré que chez la femme non ménopausée, 

les cellules endothéliales progénitrices représentent une réelle cible des estrogènes. Une 

mobilisation périodique des cellules endothéliales progénitrices par les estrogènes pourrait 

nous permettre de mieux comprendre le paradoxe d'incidents cardiovasculaires qui existe 

entre les genres. De plus, malgré le fait que dans bien des modèles les estrogènes agissent 

directement sur les cellules endothéliales progénitrices de la moelle osseuse pour moduler 

leur fonctionnalité, peu d'informations nous permettent de déterminer si les estrogènes 

exercent une protection cardiovasculaire en agissant plus globalement sur l'organisation 

fonctionnelle de la niche des cellules souches. 

Ce projet visait donc: 1) à étudier, in vivo, l'influence des changements hormonaux 

subis au cours du cycle menstruel sur les niveaux circulants et la maturité des différentes 

populations de cellules endothéliales progénitrices chez des femmes saines non 

ménopausées et si cela pouvait révéler des différences entre les genres et II) à déterminer, 

in vitro, l'influence du 17~-estradiol sur les processus biologiques modulant l'organisation 

fonctionnelle de la niche des cellules souches de la moelle osseuse. 

Nos travaux démontrent que les niveaux circulants et la maturité des différentes 

populations de cellules endothéliales progénitrices sont significativement influencés par les 

phases du cycle menstruel chez la femme. Les augmentations se perçoivent au moment où 

les niveaux de 17~-estradiol sont élevés ce qui, basé sur une compréhension des effets du 

17~-estradiol, suggère un rôle actif de ce dernier dans la mobilisation de ces populations 
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chez la femme. De plus, plusieurs populations de cellules endothéliales progénitrices sont 

présentes à un niveau significativement plus élevé chez la femme que chez l'homme. Cette 

différence entre les genres a permis d'identifier le 17~-estradiol comme un facteur 

prédicteur du niveau de certaines populations de cellules endothéliales progénitrices chez 

l'humain. 

Il s'avère que le 17~-estradiol est aussi capable d'altérer l'expression génique des 

cellules souches et des cellules stromales de la moelle osseuse. Parmi les gènes dont 

l'expression a été modulée, nous avons identifié plusieurs facteurs clés impliqués au niveau 

des processus signalétiques et d'interactions cellulaires qui régulent l'organisation 

fonctionnelle de la niche des cellules souches. Ainsi, nous pouvons affirmer que le 17~

estradiol, par son action directe sur les cellules souches et indirecte via les cellules 

stromales, influénce la survie, l'auto-renouvellement, la différenciation, la prolifération et 

la mobilité des cellules souches de la moelle osseuse. Ceci contribuant certainement aux 

bénéfices des estrogènes sur le système cardiovasculaire. 

L'ensemble de nos travaux suggère une action directe des estrogènes sur les cellules 

endothéliales progénitrices et l'organisation fonctionnelle de la niche des cellules souches 

de la moelle osseuse. Une action qui gagnera certainement à être exploitée cliniquement 

dans le développement d'outils thérapeutiques visant à prévenir et traiter les maladies 

cardiovasculaires. 

Mots-clés: estrogènes, cellules endothéliales progénitrices, niche des cellules souches, 

moelle osseuse et système cardiovasculaire. 
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Abstract 

It is generally well accepted that endothelial progenitor cells derived from the bone 

marrow exert an important regulatory role in the maintenance of cardiovascular 

homeostasis. Recently, the discovery of the implication of endothelial progenitor cells in 

estrogens-induced cardiac repair has generated a great interest. Still, it remains unknown if 

estrogens naturally modulate level of circulating endothelial progenitor cells in women. 

Such regulation could partially explain the lower prevalence of cardiovascular events in 

women at middle age compared to men. In addition, even if in several models, estrogens 

were able to act directly on endothelial progenitor cells to increase their mobilisation and 

their functionality; it remains unclear if estrogens modulate only endothelial progenitor 

cells or whether they can act more broadly to protect the cardiovascular system by 

regulating processes involved in the functional organization ofthe stem cell niche. 

This project was thus designed to 1) evaluate, in vivo, if menstrual cycle influences 

circulating levels and maturity of endothelial progenitor cells in normally menstruating 

women and if this could underline gender differences and II) determine, in vitro, the 

influence of l7~-estradiol on biological pro cesses involved in the functional organization of 

the stem cell niche. 

Our results suggest a physiological regulation of the availability and the maturity of 

endothelial progenitor cell subpopulations in premenopausal women throughout menstrual 

cycle. This regulation occurs in parallel with l7~-estradiol blood level which, based on a 

comprehensive analysis of l7~-estradiol action, suggests an active role for this molecule on 

the mobilization of endothelial progenitor cells in women. In addition, greater mean global 

number of several endothelial progenitor cell subpopulations was found in women 

compared to men. This particularity helped us identifying l7~-estradiol as a predictive 

factor for the gender differences perceived. 
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It appears that 17~-estradiol treatment alters the genome expression pattern in both 

stem cells and stromal cells of the bone marrow. Among the genes modulated, we were 

able to identify key factors involved in signalling processes and cellular interactions by 

which 17~-estradiol regulates the functional organisation of the bone marrow stem cell 

niche. It is now evident that 17~-estradiol, by direct actions on stem cells and indirect 

actions via stromal cells, influences biological processes involved in mediating and 

balancing the quiescence, self-renewal, commitment, proliferation and mobilisation of stem 

cells certainly contributing to its reparative benefits on the cardiovascular system. 

Our work thus proposes a direct action of estrogens on endothelial progenitor cells 

and the functional organisation of the bone marrow. This action will certainly be beneficial 

to the development of novel therapeutics in the prevention and treatment of cardiovascular 

diseases. 

Keywords: estrogens, endothelial progenitor cells, stem cell niche, bone marrow and 

cardiovascular system. 
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Avant propos 

L'athérosclérose est une pathologie du système vasculaire qUI préoccupe les 

sociétés d'aujourd'hui mais ce n'est en aucun cas une maladie des temps modernes. Le 

terme athérome du grec athara: « bouillie de farine ou de gruau », fut proposé pour la 

première fois par Albrecht von Haller en 1755 afin de désigner le processus dégénératif de 

l'intima des grosses artères qu'il observait. Il fallu attendre jusqu'en 1804 pour qu'Antonio 

Scarpa, dans son travail sur l'anévrisme artériel, décrive en détail le processus 

anatomopathologique dégénératif de l'intima. Pour lui, l'anévrisme de l'aorte résultait 

« d'une dégénérescence de la couche interne de l'artère, lente, à ulcération pathologique 

stéatomateuse, fongueuse et squameuse ». En 1833, le pathologiste Jean Lobstein proposa 

que les altérations artérielles en question ne soient pas d'origine inflammatoire, mais plutôt 

dues à une prolifération excessive du tissu conjonctif de l'intima et à une calcification. Un 

processus qu'il nomma artériosclérose. En 1856, le célèbre pathologiste Rudolf Virchow, 

revint avec le concept de l'athérome en tant que lésion inflammatoire chronique en parlant 

d'endartérite déformante chronique. C'est finalement le pathologiste Leipzig Marchand, 

en 1904, qui inventa le terme athérosclérose pour désigner le processus dégénératif de 

l'intima des artères. Ce terme, que l'on utilise encore aujourd'hui, reflète la dualité 

lésionnelle, athéromateuse et scléreuse de la maladie (Révisé dans 1). 

Les complications résultant de cette pathologie peuvent mener à de sévères 

événements tels les syndromes coronariens, les accidents vasculaires cérébraux et les 

maladies artérielles périphériques. Dans nos sociétés modernes, ces complications sont 

responsables de la majorité de la morbidité et de la mortalité reliées aux maladies 

cardiovasculaires. Des études épidémiologiques indiquent même que, due à une adoption 

d'un style de vie ,moderne, l'augmentation de la prévalence de l'athérosclérose dans toutes 

les régions du monde atteindra des proportions épidémiques dans les décennies à venir 2,3. 

Heureusement, un avancement considérable a été réalisé au cours des 30 dernières années 

sur la compréhension de la pathogenèse de l'athérosclérose. Les cellules endothéliales 
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pro génitrices sont maintenant considérées comme un facteur important du maintien de 

l'intégrité de l'endothélium vasculaire et donc de prévention des processus athéroscléreux 

et de leurs complications. Ces nouvelles données scientifiques nous permettent donc 

d'entrevoir le développement d'outils de prévention, de diagnostic et de traitement mieux 

adaptés à cette condition. 



1. Introduction 
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1.1. L'endothélium vasculaire 

1.1.1. Fonctions homéostasiques 

L'endothélium vasculaire est un organe dont les fonctions homéostasiques sont 

essentielles au sein de l'organisme. En condition physiologique normale, il agit telle une 

barrière sélective et perméable entre les éléments sanguins et les tissus. Il dispose à la fois 

de fonctions sensorielles et exécutives lui permettant de générer des agents effecteurs 

impliqués dans le maintien de cette homéostasie. Ces agents permettent de soutenir la 

surface anti-thrombotique et anti-inflammatoire de l'endothélium, de réguler le tonus 

vasculaire et de prévenir le remodelage vasculaire en inhibant la prolifération des cellules 

musculaires lisses (CML). 

L'action anti-adhésive et anti-agrégante plaquettaire de l'endothélium vient 

notamment de la synthèse de la prostacycline, de l'oxyde nitrique (NO) et de l'endothéline-

1 4,5. Son action anti-thrombotique, quant à elle, est en grande partie liée à l'expression de 

surface des glycosaminoglycans et de la thrombomoduline qui lui permettent d'inactiver la 

thrombine ou encore de bloquer son action 6,7. La synthèse du NO permet aussi à 

l'endothélium d'entretenir un état anti-inflammatoire. Par une association directe et/ou 

indirecte avec certains facteurs de transcription, le NO régule négativement plusieurs gènes 

impliqués dans l'initiation de la réponse inflammatoire tels que les gènes codant pour la P

sélectine, la vascu/ar cell adhesion mo/ecu/e-} (VCAM-l) et la protéine chimiotactique des 

monocytes-l 8. 

Encore ici, l'endothélium module le tonus vasculaire par la synthèse de substances 

vasorelaxantes dont les principales sont la prostacycline, le NO et le facteur hyperpolarisant 

dérivé de l'endothélium,9-11. L'équilibre désiré est obtenu par la synthèse de facteurs 

vasoconstricteurs tel que l'endothéline-l et par la conversion de l'angiotensine l en 

angiotensine II 12. Lorsque l'endothélium est intègre et fonctionnel, la production de ces 
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substances vasoactives favorise davantage un état global de vasodilation. En plus de 

moduler le tonus, les substances vasoactives de l'endothélium influencent la prolifération et 

la migration de différents types cellulaires de la paroi vasculaire. Le NO stimule à la fois la 

prolifération et la migration des cellules endothéliales (CE) et inhibe ces mêmes processus 

chez les CML 13,14. À l'inverse, l'angiotensine II promeut la prolifération et la migration 

des CML 15. 

1.1.2. Dysfonction endothéliale et athérosclérose 

La position anatomique de l'endothélium le rend particulièrement vulnérable à 

toutes agressions provenant des facteurs de risque cardiovasculaire tels l'hyperlipidémie, 

l'hypertension, le diabète, et le tabagisme. Qu'elle soit physique ou biochimique, une 

attaque de l'endothélium se perçoit rapidement par son incapacité à maintenir ses fonctions 

homéostasiques; une incapacité qui vient en majeure partie d'une diminution de la 

biodisponibilité du NO. Au site de dysfonctionnement, il est possible de noter une 

augmentation de l'apoptose des CE, une irrégularité du tonus vasculaire, une agrégation 

plaquettaire anormale, une prolifération excessive des CML et la présence de cellules 

inflammatoires dans l'intima. De ce fait, la dysfonction endothéliale a rapidement été 

identifiée comme étant une des étapes précoces du développement de l'athérosclérose 16. 

Le dysfonctionnement endothélial contribue à, ou encore amplifie, de nombreux processus 

athéroscléreux tels que la perméabilité vasculaire, l'agrégation plaquettaire, l'adhésion 

leucocytaire et la génération de cytokines pro-inflammatoires 17. Vue son étroite liaison 

avec l'athérosclérose, la dysfonction endothéliale est également associée aux manifestations 

cliniques de cette pathologie telles le syndrome coronarien aigu, l'infarctus du myocarde et 

la mort cardiovasculaire 18. 
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1.2. Athérosclérose 

1.2.1. Lésion athérosclérotique 

Il est de nos jours bien accepté que l'athérosclérose est une réponse inflammatoire 

chronique des artères à l'agression de la paroi par des agents physiques, chimiques, 

biologiques et même infectieux. Cette réponse résulte d'une étroite interaction entre les 

constituants cellulaires naturels de la paroi vasculaire, les lipoprotéines modifiées, les 

monocytes/macrophages et les lymphocytes T 17. La strie lipidique, que l'on retrouve sous 

l'endothélium de l'artère, est la première lésion visible du processus athéroscléreux. Elle 

est composée d'une accumulation de fines particules lipidiques extracellulaires 

disséminées, de couches de macrophages spumeux, de lymphocytes T et de CML chargées 

de lipides 19. Quoique asymptomatique à ce stade, on détecte déjà une vasorelaxation 

anormale du vaisseau affecté 20. Lorsque prise en charge adéquatement, la strie lipidique 

peut toujours régresser jusqu'à disparaître complètement. Par contre, si aucune action n'est 

portée, la strie lipidique peut alors progresser jusqu'à une réelle lésion athérosclérotique. 

La transition de la strie lipidique vers la lésion athérosclérotique (Figure 1) est 

caractérisée par la prolifération et la migration excessive des CML de la média vers 

l'intima. La lésion athérosclérotique se perçoit donc comme un épaississement local et 

asymétrique de l'intima de l'artère. Elle est constituée des cellules naturelles de la paroi 

vasculaire, de cellules inflammatoires, de plusieurs éléments du tissu conjonctif, de lipides 

et de débris divers 21. Dans le centre de la lésion, les particules lipidiques extracellulaires 

forment un noyau entouré de CML et de dépôts massifs de collagène que l'on nomme la 

chape fibreuse. Les macrophages et les lymphocytes T qui infiltrent la lésion sont 

particulièrement abondants en bordure du noyau lipidique 21-23. Plusieurs des cellules 

inflammatoires présentes démontrent des signes d'activation et produisent une grande 

quantité de cytokines inflammatoires 23-26, Les lésions athérosclérotiques peuvent devenir 
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extrêmement complexes avec des signes de calcification, d'ulcération à la face luminale et 

d'hémorragies provenant des vasa vasorum irrigant la lésion. 

Lumière artérielle 

.. 

o 0 
o LD l 
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Intima {-... ---- .. --.--~ 
o .' . 
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00 \ :--00 .......... 

--o. oxLDL 
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Figure 1: Lésion athérosclérotique. La strie lipidique est d'abord caractérisée par 
l'accumulation de low density lipoproteins (LDL) sous l'endothélium vasculaire. 
L'oxydation des lipoprotéines (oxLDL) favorise l'activation de l'endothélium et 
l'expression des molécules d'adhésion leucocytaires. Une fois adhérés, les monocytes 
migrent vers la région sous endothéliale et sont alors activés en macrophage (Ma). Lorsque 
la capacité des macrophages à nettoyer l'intima est dépassée, ils accumulent les lipides et 
deviennent alors spumeux (Mas), ce qui, combiné au recrutement des lymphocytes, 
contribuent à la formation de la strie lipidique. La progression vers la lésion 
athérosc1érotique se caractérise par une réaction cicatricielle des cellules musculaires lisses 
(CML) de la média qui migrent vers l'intima et sécrètent du collagène (Co). Le niveau 
d'inflammation et la solidité de la chape fibreuse conditionnent la stabilité de la lésion. La 
rupture eXp'0se des agents thrombogéniques à l'origine de la formation d'un thrombus 
(Tirée de 2 ). 



\ 

26 

1.2.2. Évolution de la lésion athérosclérotique 

1.2.2.1. Initiation: activation de l'endothélium vasculaire 

La desquamation de l'endothélium n'est généralement pas un facteur de l'initiation 

de l'athérosclérose. Sous l'effet d'attaques biochimiques ou physiques, l'endothélium subit 

d'importants changements morphologiques qui affectent son phénotype anti-inflammatoire, 

anti-oxydant et anti-thrombotique. L'orientation usuelle des CE dans la direction du flux 

sanguin tend à disparaître et les jonctions endothéliales serrées sont altérées 28. L'apoptose 

des CE et le renouvellement de ces dernières en réponse aux facteurs injuriants sont aussi 

accélérés 29,30. L'endothélium se veut alors activé. 

Au site d'activation, une élévation de l'entrée des particules lipidiques au niveau de 

l'intima qui s'explique, entre autres, par une augmentation de la perméabilité de 

l'endothélium à cet endroit, est fréquemment notée 31. L'accumulation des lipides se 

perçoit surtout au niveau des bifurcations artérielles, des courbures et à l'origine des 

branches artérielles, et donc au niveau de toutes surfaces soumises à des forces de 

cisaillement faibles ou négatives (pression, turbulences, stagnation d'écoulement) 32,33. 

Les forces de cisaillement négatives seraient donc en partie responsable de l'état activé de 

l'endothélium parce qu'elles favorisent l'expression de gènes pro-inflammatoires et de 

plusieurs molécules d'adhésion 34. Elles contribueraient aussi à l'augmentation du stress 

oxydatif altérant de nombreuses fonctions de l'endothélium dont le tonus vasomoteur 33. 

Chez l'humain, la majorité du cholestérol sanguin est transporté via les low densit'y 

lipoproteins (LDL) et leur concentration plasmatique élevée, comme celle observée chez 

les patients hypercholestérolémiques, contribue aussi à leur accumulation dans l'intima de 

l'artère. Suite à leur infiltration et à leur rétention, les LDL sont soumises à des altérations 

oxydatives par les CE, les macrophages et les CML. L'augmentation du stress oxydatifpar 

la production cellulaire de radicaux libres au site d'activation de l'endothélium, pourrait 



27 

être à l'origine de ce processus 35. L'oxydation des LDL mène à la relâche· de 

phospholipides capables d'activer, à leur tour, les CE et de promouvoir un état 

inflammatoire dans la paroi 36,37. Les LDL oxydées peuvent même contribuer à accentuer 

la dysfonction endothéliale en réduisant l'expression de la endothelial nitric oxyde synthase 

(eNOS) via une déstabilisation post-transcriptionnelle de son acide ribonucléique messager 

et donc, par le fait même, la synthèse du NO par les CE 38. 

1.2.2.2. Progression: 

1.2.2.2.1. Processus inflammatoire 

1.2.2.2.1.1. Recrutement des cellules inflammatoires 

Lorsqu'activées, les CE expriment à leur surface plusieurs types de molécules 

d'adhésion permettant aux cellules sanguines d'entamer le processus d'adhésion 39. De 

plus, le dysfonctionnement de l'endothélium limite sa capacité de production de NO ce qui 

le prive de ses effets protecteurs sur l'adhésion, l'activation et l'agrégation plaquettaire 40. 

Il n'est donc pas étonnant de constater que parmi toutes les cellules sanguines, les 

plaquettes sont généralement les premières cellules à être recrutées à la surface de 

l'endothélium au cours des processus athéroscléreux. À l'aide des glycoprotéines lb et 

lIb/IlIa, les plaquettes s'engagent sur la surface endothéliale et contribuent, à leur tour, à 

l'activation des CE ce qUI promeut, subséquemment, le recrutement des leucocytes 

sangums. L'inhibition de l'adhésion plaquettaire permettrait d'ailleurs de réduire 

l'infiltration leucocytaire et la progression de la lésion athérosclérotique chez un modèle de 

souris hypercholestérolémiques 41. 

La surexpression de la VCAM-l est essentielle au recrutement des leucocytes, et 

donc à la progression de la lésion. C'est à l'aide de leur récepteur very late antigen-4 que 

ces derniers interagissent avec l'endothélium activé 42,43. D'autres molécules d'adhésion 

telles que la P-sélectine, la E-sélectine et la molécule d'adhésion intracellulaire-l semblent 
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aussi contribuer au recrutement des leucocytes car une diminution de leur infiltration chez 

des souris déficientes en apolipoprotéine E (apoF/-) et l'un ou l'autre de ces gènes est 

généralement décelée 44,45_ Lorsque adhérés, les leucocytes migrent dans la région sous 

endothéliale par les jonctions de plus en plus perméables de l'endothélium dysfonctionneL 

Ce processus est encouragé par la présence des LDL oxydées et de plusieurs agents 

chimiotactiques produits par les cellules vasculaires (protéine chimiotactique des 

monocytes-l, interleukine (IL) 8, CCL5 et/ou fractalkine) 46-49. Plus la lésion progresse, 

plus il est possible de déceler l'expression de la VCAM-l par les CML 50. Cette expression 

permettrait de retenir les leucocytes au niveau de l'intima de l'artère et d'accentuer la 

progression de la lésion. La délétion génétique ou le blocage pharmacologique de certains 

agents chimiotactiques, de leurs récepteurs et/ou des différentes molécules d'adhésion s'est, 

par ailleurs, avéré efficace pour réduire la progression de l'athérosclérose chez la souris 
48,49,5\-53 

Une augmentation de l'interaction leucocyte-endothélium est généralement perçue 

chez les souris eNOS-1
- 54. L'interprétation de ce phénomène permet de suggérer qu'encore 

ici, l'endothélium activé, incapable d'adéquatement synthétiser la molécule de NO, 

contribue à la progression de la lésion athérosclérotique. L'inhibition pharmacologique de 

la eNOS procure un effet semblable chez des lapins hypercholestérolémiques. Elle mène 

vers une augmentation marquée de l'adhésion des monocytes à l'endothélium vasculaire, 

un effet qui peut être atténué par un apport diététique en L-arginine, le substrat de la eNOS 
55 Cette augmentation de l'adhésion leucocytaire serait due à une augmentation de 

l'expression de plusieurs molécules d'adhésion et de la protéine chimiotactique des 

monocytes-l 56,57. 

l.2.2.2.l.2. Rôle des monocytes 

Une fois migrés, les monocytes, sous l'influence du facteur stimulant les colonies de 

macrophages produit par les CE activées et les CML, prolifèrent et se différentient en 
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macrophages 58. Cette étape est cruciale dans le développement de la lésion 

athérosclérotique 59 et elle est étroitement liée à une surexpression de plusieurs récepteurs 

du système immunitaire inné tels les récepteurs éboueurs (SR-AI (SR pour scavenger 

recepteur), SR-AIl, CD36 et CD68) et les récepteurs toll-like (TLR2 (TLR pour tol/-like 

receptor) et TLR4) 60,61. 

Les récepteurs éboueurs pennettent d'internaliser les particules de LDL oxydées 

afin qu'elles soient détruites par une dégradation lysosomiale. Cependant, si la 

concentration locale en cholestérol est trop importante pour qu'il soit suffisamment 

mobilisé par les macrophages, il s'accumulera sous fonne de vésicules cytosoliques. 

Ultimement, les macrophages se transfonnent en cellules spumeuses et finissent par mourir 

contribuant ainsi à accentuer le contenu lipidique et nécrotique du noyau de la lésion. 

Tout comme les récepteurs éboueurs, les récepteurs toll-Iike se lient aux particules 

de LDL oxydées 62. En revanche, leur liaison engendre une cascade de signalisation 

intracellulaire qui mène à l'activation des macrophages 61. Les macrophages produisent 

alors d'importantes quantités de cytokines pro-inflammatoires, de métalloprotéinases et de 

radicaux libres qui accentuent la progression de la lésion athérosc1érotique. Les récepteurs 

tol/-like sont aussi exprimés par les CE et leur activation par ces derniers contribuerait de 

façon importante au processus inflammatoire de la lésion 63. Il a d'ailleurs été démontré 

chez la souris apoE-/' que la délétion génétique de la protéine 88 associée à la réponse 

primaire de la différenciation myéloïde, une importante protéine adaptatrice de la réponse 

signalétique engendrée par les récepteurs tol/-like, inhibe la progression de l'athérosclérose 
64 

1.2.2.2.1.3. Rôle des lymphocytes T 

Tout comme pour les monocytes, la participation des lymphocytes T dans 

l'induction du processus inflammatoire de la lésion athérosclérotique est considérable 65. 

Les lymphocytes T retrouvés au site de lésion sont principalement constitués de cellules T 
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CD4+. Ils interagissent avec des antigènes athérogènes, tels que les LDL oxydées, 

l'apolipoprotéine B, ou la protéine de choc thermique 60, présentés par le complexe majeur 

d'histocompatibilité de classe II 66,67. 

Lorsque le lymphocyte T se lie à son antigène, une cascade de signalisation 

cellulaire s'en suit afin d'augmenter sa production d'enzymes et de cytokines pro

inflammatoires. Au cours des processus athéroscléreux, les cytokines produites par les 

lymphocytes T favorisent une réponse de type Thl (Th pour T helper) généralement 

associée à la défense contre les pathogènes intracellulaires et à une activation des 

macrophages 26, Les lymphocytes T activés se différentient donc en cellules effectrices de 

la réponse Thl et produisent de grandes quantités d'interféron y, d'ILl2, d'ILl 5, d'ILlS et 

du facteur de nécrose tumorale. L'interféron y, la principale cytokine d'activation des 

macrophages, augmente l'efficacité de ces derniers à présenter les antigènes athérogènes au 

niveau de la lésion. Il favorise aussi la synthèse d'autres cytokines pro-inflammatoires 

auprès des macrophages telles que le facteur de nécrose tumorale et l'IL 1 68. De façon 

synergique et autocrine, ces dernières cytokines agissent à leur tour, au niveau même des 

macrophages qui les produisent, pour induire la production de molécules cytotoxiques 65. 

Toutes ces actions tendent à promouvoir la progression de la lésion athérosclérotique 

comme le démontrent plusieurs modèles de souris génétiquement modifiées. En effet, 

l'utilisation de souris hypercholestérolémiques chez qui l'on a procédé à une délétion du 

gène de l'interféron y ou de son récepteur, de l'ILl2, de lLlS ou encore du facteur de 

nécrose tumorale, permet de ralentir la progression des lésions athérosclérotiques 69.73. 

L'action des cytokines produites par les lymphocytes T favorise donc un état 

inflammatoire important au niveau de la lésion. Cet état se répercute aussi de façon 

systémique, dans tout l'organisme, en engendrant une production d'IL6 et de protéine C

réactive. À leur tour, ces molécules, et en particulier la protéine C-réactive, contribuent au 

dysfonctionnement de l'endothélium en perpétuant son état activé 74. De plus, l'exposition 
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des CE à la protéine C-réactive diminue leur capacité de synthèse de NO en réduisant 

l'expression de la eNOS via une déstabilisation de son acide ribonucléique messager 75,76. 

1.2.2.2.1.4. Facteurs anti-inflammatoires 

En revanche, le système immunitaire, par ses capacités d'autorégulation, induit 

aussi la production de facteurs anti-inflammatoires au site de lésion. Les deux principaux 

régulateurs négatifs de la progression de l'athérosclérose sont l'ILlO et le facteur de 

croissance transformant-~. Ces facteurs sont produits par la plupart des types cellulaires de 

la lésion incluant les plaquettes, les ,macrophages , les CE, les CML et les lymphocytes T. 

La délétion génétique ou le blocage pharmacologique de l'un ou l'autre de ces facteurs 

engendre des répercutions majeures sur la progression des processus athéroscléreux chez la 

souris 77-79. 

1.2.2.2.1.5. Facteurs métaboliques 

L'équilibre entre les effets des facteurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires 

contrôle donc de façon importante la progression de la lésion. De concert, les facteurs 

métaboliques peuvent aussi influencer les processus athéroscléreux. Un niveau sanguin 

élevé de lipoprotéines de haute densité est un élément de protection extrême contre le 

développement de l'athérosclérose. Les lipoprotéines de haute densité ont la capacité de 

vider les tissus périphériques de leur excès de cholestérol. En plus, elles semblent freiner 

l'accumulation de LDL oxydées par l'action d'une estérase, la paraxonase, qui possède la 

capacité de dégrader certains phospholipides oxydés 80,81. 

À l'inverse, le tissu adipeux des patients souffrant du syndrome métabolique et/ou 

d'obésité devient une source importante de facteurs inflammatoires tels que l'IL6, le facteur 

de nécrose tumorale et les adipokines (leptine, adiponectine, résistine, etc.) ce qui amplifie 

l'état inflammatoire global de tout l'organisme 82,83. Quant à elle, l'hyperglycémie liée au 

diabète exerce une action délétère complexe sur la progression des lésions 
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athérosclérotiques. Par l'entremise d'une augmentation de la formation des produits 

terminaux de glycation avancée, l'hyperglycémie génère la production d'espèces réactives 

de l'oxygène, active la réponse inflammatoire et altère les fonctions biochimiques et 

structurelles de plusieurs protéines (Révisé dans 84). À titre d'exemple, l'hyperglycémie 

favorise l'expression des molécules d'adhésion au niveau de l'endothélium vasculaire ce 

qui augmente le recrutement des plaquettes et des leucocytes 85,86. Elle induit aussi 

l'apoptose des CE 87·89 et inhibe la voie de signalisation de la protéine Akt associée à la 

production de NO, à la survie et à la prolifération des CE 90. 

1.2.2.2.1.6. Diètes 

Tout comme les facteurs métaboliques, il semble que certaines diètes aient la 

capacité de moduler la progression des lésions athérosclérotiques. Les diètes riches en soya 

ont particulièrement retenu l'attention pour leurs actions anti-inflammatoires. En effet, la 

consommation ~égulière de protéines de soya aurait le potentiel de prévenir ou du moins de 

ralentir l'athérosclérose: 1) en réduisant le niveau circulant des LDL par une augmentation 

de l'activité de leur récepteur et une diminution de leur absorption, 2) en diminuant la 

susceptibilité des LDL aux particules oxydantes par une stimulation de l'activité des 

enzymes anti-oxydantes telles la catalase et la superoxyde dismutase 3) en inhibant la 

production de cytokines pro-inflammatoires 4) en réduisant l'expression des molécules 

d'adhésion au niveau vasculaire et 5) en prévenant l'agrégation plaquettaire (Révisé dans 

91). Il fut d'abord cru que ces effets anti-athérogènes étaient liés à l'action des isoflavones, 

un phytoestrogènes retrouvé dans les plantes de soya. Cependant aujourd'hui, le réel 

potentiel thérapeutique des isoflavones est remis en question car la majorité des effets 

bénéfiques semble résider auprès des protéines de soya plutôt qu'aux extraits isolés de ces 

derniers 92. 
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1.2.2.2.2. Épaississement de ['intima 

Caractéristique des lésions athérosclérotiques, l'inflammation locale s'accompagne 

d'un épaississement marqué de l'intima. La diminution de la biodisponibilité du NO au site 

de dysfonctionnement de l'endothélium et l'augmentation de la présence des radicaux 

libres dans l'intima en seraient les principaux responsables. En effet, ces phénomènes 

favorisent localement une prolifération excessive et une migration des CML de la média 

vers l'intima responsables de l'épaississement progressif de l'intima. Les CML 

entreprennent aussi un changement de phénotype passant d'un état contractile vers un état 

synthétique. Ce changement phénotypique initie leur production de matrice extracellulaire 

qui formera éventuellement la chape fibreuse de la lésion 93. 

Lorsque l'épaississement de l'intima atteint un seuil critique qui dépasse les limites 

de la diffusion d'oxygène, certaines régions de la lésion deviennent hypoxiques ce qui 

enclenche le processus d'angiogenèse au niveau des vasa vasorum de la paroi artérielle 94,95. 

Les vaisseaux issus de cette angiogenèse sont composés d'une simple couche de CML 

surplombant une couche de CE. Cette structure leur donne la capacité de réguler leur 

propre tonus vasculaire et, par le fait même, de développer une dysfonction endothéliale 

indépendante du vaisseau mère. L'exposition systémique des CE des néovaisseaux aux 

facteurs de risque cardiovasculaire (hypertension, hyperlipidémie, tabagisme) peut donc 

mener à une dysfonction endothéliale de la microcirculation de la paroi vasculaire se 

percevant par une hyperperméabilité des microvaisseaux et la présence d'hémorragie locale 

dans certaines régions spécifiques de la lésion 96-98. Ces deux phénomènes favoriseraient la 

progression de la lésion athérosclérotique en amenant un influx 'supplémentaire de 

macrophages 99. De plus, lors des hémorragies, l'accumulation locale des membranes 

d'érythrocytes riches en lipides représenterait un puissant stimulus athérogénique 100. 
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1.2.2.3. Rupture: formation de thrombus et occlusion 

Même si la progression de la lésion athérosclérotique peut mener à une perte de 

lumière suffisante pour créer une ischémie chronique, la majorité des événements 

cardiovasculaires qui causent un infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral 

résulte principalement d'une rupture de la lésion et de la formation d'un thrombus occluant 

l'artère de façon soudaine 101. Les lésions sensibles à ce type de rupture sont souvent 

caractérisées par un amincissement de la chape fibreuse résultant, entre autres, des actions 

de la réponse inflammatoire. 

En effet au niveau de la lésion, la chape fibreuse est constamment soumise à un 

renouvellement. La balance entre la production des protéines matricielles extracellulaires 

et la dégradation de ces dernières par les protéases déterminera sa structure. L'interféron y, 

produit par les lymphocytes T, inhibe la production de collagène de type l et III par les 

CML, principale source de cette protéine dans la paroi vasculaire 102. L'interféron y inhibe 

même la prolifération des CML, ce qui réduit d'autant plus la production des protéines de la 

matrice à la source 103. Quant à eux, les macrophages produisent d'énormes quantités de 

protéases capables de dégrader les fibres de collagène telles que la collagénase, les 

gélatinases, la stromélysine et les métalloprotéinases 104,105. 

Du fait qu'une hyperréactivité vasculaire favorisant une vasoconstriction locale en 

réponse à divers stimuli est souvent constatée chez les patients souffrant d'angine instable 

106, il est généralement bien accepté que la vasoconstriction de l'artère contribue aussi aux 

risques de rupture de la lésion athérosclérotique. La diminution de la biodisponibilité du 

NO et l'augmentation de la relâche d'endothéline-l au site de dysfonctionnement de 

l'endothélium favoriseraient cette vasoconstriction localisée et, par conséquent, les risques 

d ture 107,108 erup . 
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Suite à la rupture, les facteurs de coagulation sanguine ont facilement accès au corps 

lipidique de la lésion et le processus de thrombose s'en suit. La dysfonction de 

l'endothélium contribue de façon importante à ce processus. Localement, il est possible de 

constater une augmentation de la concentration circulante du facteur de von Willebrand 

relâché par l'endothélium endommagé. Les CE activées se retrouvent aussi appauvries en 

expression de glycosaminoglycans 109 et leur incapacité à synthétiser adéquatement la 

molécule de NO prive la paroi artérielle de son effet inhibiteur sur une protéine pro

thrombotique, l'inhibiteur-l de l'activateur du plasminogène 110. 

L'aspect thrombotique de la lésion dépendra aussi de la concentration du facteur 

tissulaire, une protéine clé dans l'initiation de la cascade de coagulation Ill. Localement, la 

production du facteur tissulaire par les CE et les macrophages est entre autres augmentée 

par la présence des LDL oxydées et par la liaison de leur récepteur CD40 à son ligand 

exprimé par les lymphocytes T et les plaquettes 112, De plus, les LDL oxydées augmentent 

l'activité du facteur tissulaire et donc l'activation de la cascade extrinsèque de coagulation 
113 
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1.3. Cellules endothéliales pro génitrices 

1.3.1. Homéostasie de l'endothélium vasculaire et cellules endothéliales 

progénitrices 

La compréhension actuelle de la pathophysiologie de l'athérosclérose permet de 

suggérer que le maintien de l'intégrité physique et fonctionnelle de l'endothélium 

vasculaire est essentiel afin de prévenir et de limiter la progression de cette pathologie et, 

du même coup, de ses complications. L'homéostasie de l'endothélium est maintenue par 

l'équilibre qui se crée entre l'intensité des contraintes extérieures et la disponibilité et/ou 

l'efficacité des mécanismes de réparation. Ces mécanismes ont longtemps été attribués à la 

seule prolifération et migration des CE matures avoisinant le site endommagé. Cependant, 

comme les CE matures ont un phénotype totalement différencié associé à un potentiel de 

prolifération plutôt faible in vivo, il fut dernièrement suggéré que leur réelle aptitude à 

remplacer l'endothélium endommagé soit en fait assez limitée 114 Alors comment 

l'endothélium vasculaire assure-t-il son homéostasie? 

Les premières évidences nous permettant de croire que l'homéostasie de 

l'endothélium puisse en fait résulter de l'action réparatrice de précurseurs endothélüi.ux 

circulants nous viennent d'études effectuées chez le chien. En effet, il fut constaté que des 

cellules drculantes, possiblement dérivées des cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

CD34+ de la moelle osseuse (MO), étaient capable de recouvrir la face luminale des 

prothèses de Dacron implantées chez l'animal 115. Chez l'humain, il fut constaté que des 

dispositifs d'assistance ventriculaire se retrouvaient couverts de cellules circulantes encore 

plus immatures coexprimant le marqueur de surface CD133 et le vascular endothelial 

growth factor receptor 2 (VEGFR2) 116. Ces observations ont rapidement suscité un grand 

intérêt auprès de la communauté scientifique. Le développement de modèles 

expérimentaux de blessure vasculaire chez la souris a permis à plusieurs équipes de 
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recherche de démontrer que des précurseurs endothéliaux circulants pouvaient en effet être 

recrutés aux sites de. blessures artérielles 117-119. L'utilisation d'un modèle de 

transplantation de MO provenant de souris transgéniques exprimant le gène de la 13-
galactosidase a permis quant à lui, de démontrer que les précurseurs endothéliaux circulants 

recrutés étaient bd et bien des cellules dérivées de la MO. L'augmentation de 

l'incorporation des cellules positives pour la l3-galactosidase aux sites de blessure a même 

été associée à une réendothélialîsation accélérée de l'artère et à une diminution de la 

resténose 117,118. 

Les différents modèles dé blessure vasculaire chez la souris ont aussi été de 

précieux outils pour réussir à démontrer que la mobilisation des précurseurs endothéliaux 

de la MO vers la circulation périphérique survient dans un proeessus visant à maintenir 

l'homéostasie vasculaire. Ces modèles ont en effet permis de confirmer que l'induction de 

la blessure vasculaire représente un stimulus suffisant pour permettre une augmentation 

rapide de la quantité de précurseurs endothéliaux (CD133+NEGFR2+) en circulation 120. 

Plusieurs observations cliniques sont venues appuyer ce concept. En effet, chez l'humain, 

la mobilisation des précurseurs endothéliaux est augmentée en conditions de stress 

pathologiques et/ou physiologiques tels que lors d'une ischémie du myocarde 121,122, de 

l'apparition d'un syndrome coronarien aigu 

cardiovasculaire 124. 

123 ou encore d'un entraînement 

Devant ces récentes données, il paraît de plus en plus évident que pour maintenir 

son intégrité et sa fonctionnalité, l'endothélium vasculaire fait appel à un réservoir de 

précurseurs endothéliaux dérivés de la MO, les cellules endothéliales progénitrices (CEP). 

Le niveau circulant des CEP corrèlerait même avec la fonction de l'endothélium ce qui 

permet de croire que ce paramètre serait un meilleur indice de la fonction vasculaire qu'une 

évaluation au moyen des facteurs de risque identifiés à partir de la cohorte de Framingbam 
125 
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1.3.2. Origine et caractérisation des cellules endothéliales progénitrices 

L'appellation CEP nous vient des travaux d'Asahara, T et coll. qui, en 1997, ont 

isolé, pour la première fois chez l'adulte, un angioblaste provenant de la circulation 

sanguine périphérique capable de se différencier in vitro en CE mature et de contribuer in 

. . ,. 126127 C . bl 'CEP fu 1 d'fi' VIVO aux processus anglOgemques ' . et anglO aste, renomme , t a ors e lm 

comme une cellule dérivée de la MO capable de migrer vers un site ischémique et de se 

différencier en CE mature. D'abord sélectionnées par l'expression des marqueurs 

cellulaires de surface CD34 et VEGFR2 126,127, il est aujourd'hui généralement bien accepté 

que certaines CEP peuvent aussi exprimer le marqueur de surface CD133, représentant un 

groupe de CEP plus immatures 120,128,129. 

1.3.2.1. Origine 

Encore aujourd'hui, l'origine des CEP chez l'adulte est méconnue. L'angioblaste 

(ou ici CEP) et les CSH expriment plusieurs marqueurs de surface qui leurs sont communs 

(CD133, CD34 et VEGFR2 chez l'humain; CD117, SCA-I, chez la souris). De ce fait, 

deux théorie,ssont proposées quant à l'origine des CEP. L'une stipule que les CEP sont 

originaires des CSH 130 et l' autre ~uggère que les CEP et les CSH sont deux entités 

distinctes originaires d'un même précurseur, l'hémangioblaste 116. La réalité se trouve 

peut-être entre les deux théories. Pour l'instant, de récentes données nous permettent de 

présumer qu'il existerait bel et bien un hémangioblaste chez l'adulte et que sa persistance 

contribuerait à la fois au maintien des lignées hématopoïétiques et endothéliales 131. 

1.3.2.2. Caractérisation 

Tout comme les divergences entrel'hémangioblaste, les CSH, et les CEP chez 

l'adulte, la caractérisation des CEP demeure un sujet de débat complexe, entre autres parce 

qu'il n'existe à ce jour, aucun marqueur de surface spécifique pour ce type cellulaire. 
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Cependant, un large consensus s'est rapidement établi auprès de la communauté 

scientifique autour des marqueurs CD133, CD34 et VEGFR2 pour définir les CEP. La 

poursuite de leur caractérisation a permis de démontrer que les CEP représentent en réalité 

une population de cellules hétérogènes associées à différents profils d'expression de 

marqueurs cellulaires de la lignée endothéliale tels que CD 144, CD3l, le facteur de von 

Willebrand et/ou la E-sélectine ou même encore de la lignée myéloïde comme le marqueur 

CD14. Cette hétérogénéité dans l'expression des marqueurs de surface reflète peut-être 

différentes origines ou encore différents stages de différenciation des CEP au cours du 

processus de maturation de la cellule résiduelle de la MO vers la CE mature de la paroi 

vasculaire 132. Iwami, Y et coll. ont joliment proposé un schéma caractérisant les CEP lors 

du processus de maturation (Figure 2) 132. La différenciation des CEP y est associée à 

différents changements dans le profil d'expression des marqueurs de surface. Les CEP 

circulantes étant caractérisées par des variations dans l'expression des marqueurs CD133, 

CD34 et VEGFR2 retrouvés chez les CEP de la MO et les marqueurs CD144 et E-sélectine 

retrouvés chez les CE matures. 
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Figure 2: Cascade de différenciation des cellules endothéliales progénitrices. La 
différenciation des cellules endothéliales progénitrices en cellules endothéliales matures 
évolue de la moelle osseuse à la paroi vasculaire. Elle se caractérise par la perte 
d'expression de marqueurs de cellules progénitrices (CDI33, CD34, Vascular endothelial 
growth factor (VEGFR2)) et/ou le gain de marqueurs de cellules endothéliales matures 
(CDI44, E-sé\ectine, von Willebrandfactor (vWF)) (Adaptée d'après 132). 

La notion d'hétérogénéité dans les populations cellulaires de CEP vient aussi du fait 

que lorsqu'elles sont mises en culture à partir de la fraction des cellules mononuclées 

circulantes chez l'adulte, deux grandes classes de CEP ont été caractérisées et nommées 

précoces ou tardive. Ces deux types de populations cellulaires se distinguent entre autres 

par leur apparence, leur taux de croissance et leur habilité à sécréter différents facteurs 

angiogéniques 133.134. Les CEP dites précoces sont d'apparence fusiforme, connaissent une 

poussée de croissance maximale entre la i èrnc et la 3 ièrnc semaine de culture, meurent 
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généralement vers la 4ième semaine de culture et sécrètent une multitude de facteurs pro- et 

anti-angiogéniques 134. Les CEP dites tardives adoptent une forme beaucoup plus 

arrondies, apparaissent de façon standard suite à deux ou trois semaines de culture, peuvent 

être maintenues jusqu'à 12 semaines en culture sans aucun changement de phénotype 

apparent et semblent se développer presque exclusivement des sous-populations cellulaires 

n'exprimant pas le marqueur myéloïde CD 14 133-135. 

1.3.3. Athérosclérose et cellules endothéliales progénitrices 

Quel que soient leur origine et/ou leur profil de caractérisation, l'implication des 

CEP dans le maintien de l'homéostasie de l'endothélium vasculaire en fait des facteurs clés 

dans la prévention du développement de l'athérosclérose et, par conséquent, de ses 

complications. Même si ce concept demeure pour l'instant spéculatif, plusieurs données 

récentes permettent de le supporter. 

Chez l'humain, les premières évidences d'impact démontrant que les CEP possèdent 

une réelle action vasculoprotectrice nous viennent de l'étude Endothelial Progenitor Cells 

in Coronary Artery Disease (EPCAD) 136. Dans cette étude, le niveau circulant des CEP 

CD34+/KDR + a été mesuré chez 519 patients souffrant de maladies coronariennes 

documentées par angiographie. Les associations entre le niveau circulant des CEP à l'état 

basal et 1) la mortalité cardiovasculaire, 2) l'apparition d'un premier événement 

cardiovasculaire d'importance (infarctus du myocarde, hospitalisation et/ou 

revascularisation), 3) la nécessité d'une revascularisation, 4) la nécessité d'une 

réhospitalisation, et 5) toutes autres causes de mortalité dans les 12 mois du suivi, ont été 

évaluées. Les conclusions de l'étude ont permis d'établir que la survie sans événement 

cardiovasculaire augmente progressivement parmi les tertiles du niveau circulant des CEP à 

l'état basal (les événements étant: mortalité cardiovasculaire, première apparition d'un 

événement cardiovasculaire d'importance, revascularisation et/ou réhospitalisation). Suite 

à un ajustement pour l'âge, le genre, les facteurs de risque cardiovasculaire, les thérapies 
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phannacologiques et la présence de maladies coexistantes, un niveau circulant élevé de. 

CEP a même été indépendamment associé à une diminution du risque d'être atteint de mort 

cardiovasculaire, d'un premIer événement cardiovasculaire d'importance, d'une 

revascularisation et/ou d'une réhospitalisation. Les investigateurs ont obtenu des résultats 

semblables lorsque le niveau circulant des CEP CD133+ ou les unités fonnant colonies ont 

été utilisés comme outil de référence ce qui renforce les conclusions de l'étude. 

Conduite chez l'humain, cette étude vient grandement appuyer les travaux effectués 

par Rauscher, FM et coll. qui, à l'aide de l'utilisation d'un modèle de transfusion cellulaire, 

proposaient déjà, dans une étude clé effectuée chez la souris, un rôle important des CEP 

dans la prévention du développement de l'athérosclérose et de ses complications. Ce 

groupe a démontré qu'un traitement chronique par transfusion systémique de cellules 

dérivées de la MO provenant de jeunes souris ApoK/. ne souffrant pas d'athérosclérose 

prévenait la progression des lésions athérosclérotiques chez les souris ApoE-1
-

récipiendaires et ce, en dépit d'une hypercholestérolémie sévère. Ils ont aussi constaté que 

les cellules transfusées réussissaient à se greffer aux sites artériels particulièrement à 

risques de développer des lésions athérosclérotiques. En revanche, un traitement cellulaire 

fait à partir de cellules dérivées de la MO provenant de souris ApoK/- âgées et déjà atteintes 

d'athérosclérose ne pennettait pas de prévenir efficacement la progression des lésions 

athérosclérotiques chez les souris récipiendaires 137. 

1.3.4. Cycle fonctionnel des cellules endothéliales progénitrices 

Devant l'importance que les CEP semblent avoir dans la prévention de 

l'athérosclérose, il est plausible de croire que les maladies vasculaires se développent ou 

progressent parce que les CEP ne sont plus en mesure d'exercer adéquatement leur rôle 

d'agent vasculoprotecteur. Les facteurs affectant le fonctionnement des CEP sont 

certainement multiples et leurs actions délétères sur le cycle fonctionnel des CEP (Figure 3) 

dirigées à plusieurs niveaux, pouvant aller de la niche des cellules souches (CS) à la paroi 
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. vasculaire, et ainsi affecter 1) la réserve des CEP dans la MO, leur détermination, leur 

prolifération et leur mobilisation hors de la MO, 2) la survie des CEP dans la circulation 

périphérique et/ou 3) l'adhésion des CEP, leur migration et leur maturation fmale en CE 

mature au niveau de la paroi vasculaire. 

Figure 3 : Cycle fonctionnel des cellules endothéliales pro génitrices. Afin d'exercer 
leurs fonctions vasculoprotectrices, les cellules endothéliales progénitrices doivent 
cheminer au cours d'un cycle fonctionnel qui régule leur réserve et leur prolifération dans 
la moelle osseuse, leur mobilisation dans la circulation périphérique, leur survie, leur 
différenciation endothéliale ainsi que leur recrutement à la paroi vasculaire. 
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1.3.4.1. La niche des cellules souches: maintien et mobilisation des cellules 

endothéliales progénitrices 

La MO procure aux CSH et vraisemblablement, vue leur origine, aux CEP, le 

micro environnement nécessaire à leur survie et à la rencontre de leurs différentes 

affectations biologiques d'auto-renouvellement, de détermination vers une lignée, de 

prolifération et finalement de mobilisation dans la circulation périphérique. Ce 

microenvironnement, nommé niche des CS (Figure 4), est structurellement formé de 

cellules de support, les cellules stromales (CStro), qui procurent le support physique et 

signalétique nécessaire afin de guider les CSH et les CEP dans leurs fonctions. Les CStro 

représentent un groupe de cellules qui comprend les adipocytes, les chondrocytes, les CE, 

les fibroblastes et les ostéoblastes de la MO. Toutes ces cellules matures semblent être 

dérivées d'un ancêtre commun, la CS mésenchymateuse, aussi retrouvée dans le stroma de 

la MO 138-140. C'est la finesse de l'orchestration des actions d'adhésion, de migration, de 

protéolyse et de signalisation qui surviennent entre les CSH et les CStro et/ou encore entre 

les CEP et les CStro qui influencera les capacités de survie, d'auto-renouvellement, de 

détermination vers une lignée et de mobilisation des CSH et/ou des CEP vers la circulation 

périphérique (Révisé dans 141). 
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Figure 4 : Niche des cellules souches de la moelle osseuse. La niche des cellules souches 
de la moelle osseuse est composée de cellules de support, les cellules stromales, qui par 
leur soutien physique et signalétique épaulent les cellules souches hématopoïétiques et/ou 
les cellules endothéliales progénitrices dans leurs fonctions. 

Vu l'harmonisation de l'organisation fonctionnelle de la niche des CS, toutes 

atteintes à son intégrité pourraient avoir des conséquences majeures sur le niveau circulant 

des CEP ou encore la variété des populations de CEP retrouvée chez l'adulte. Des données 

recueillies lors d'études sur le vieillissement ou encore auprès des souris transgéniques 

eNOS-1
- viennent supporter cette hypothèse. 

En effet, il semble que le vieillissement soit associé à une réduction significative de 

la quantité de CEP dites intermédiaires dans la MO chez des souris ApoE-I
-, sans que celles 

des CSH, des CEP et des CE matures ne soient affectées 137. Chez la souris eNOS·1., la 
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capacité du vascular endothelial growth factor (VEGF) à mobiliser les CSH et les CEP en 

circulation est altérée 142. Ce même phénomène est percevable suite à un entraînement 

physique des souris 124. Les CEP recueillies au niveau de la MO des souris eNOS-J
-

démontrent aussi une capacité réduite d'attachement et de vascularisation suite à une 

injection intraveineuse dans un modèle d'ischémique des membres inférieurs chez la souris 

142. De façon intéressante, il s'avère que les cellules de la MO provenant de patients 

souffrant de défaillance cardiaque sont aussi affectées fonctionnellement car elles 

présentent, in vitro, une capacité migratoire réduite et, in vivo, une incapacité à migrer vers 

. . h" 143 un site ISC emique . 

1.3.4.2. Circulation périphérique: survie des cellules endothéliales pro génitrices 

La diminution du niveau circulant des CEP en partie secondaire à une augmentation 

de leur sensibilité à l'apoptose, un phénomène connu pour affecter la survie des CE matures 

de la paroi vasculaire 29,30, aurait aussi des conséquences majeures sur le développement 

des maladies vasculaires. L'augmentation du niveau circulant des CEP par les inhibiteurs 

de l'hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (statines) serait par ailleurs associée à une 

réduction de leur mort par apoptose 144. Un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti

apoptotiques retrouvés dans la circulation périphérique suffirait certainement à altérer la 

défense des CEP. D'ailleurs, la protéine C-réactive, connue pour participer au 

dysfonctionnement de l'endothélium vasculaire chez des patients souffrant 

d'athérosclérose, altère, in vitro, la défense anti-oxydante des CEP et favorise l'apoptose 

induite par les substances oxydantes 145. 
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1.3.4.3. Paroi vasculaire: recrutement et différenciation des cellules endothéliales 

progénitrices 

1.3.4.3.1. Recrutement 

Une dérégulation du processus de recrutement des CEP dans la paroi vasculaire 

parviendrait également à prévenir l'action vasculoprotectrice des CEP. Encore ici, 

plusieurs causes sont envisageables dont la diminution de l'expression des agents 

chimiotactiques (VEGF, facteurs de croissance hématopoïétique, stromal cell derived 

factor-1 (SDF-I)) au site de dysfonctionnement. Il a d'ailleurs été noté, dans un modèle de 

blessure vasculaire chez le lapin, que lors du vieillissement la diminution de l'expression 

artérielle du VEGF contribuerait à sa mauvaise réendothélialisation 146. 

Un changement d'expression et/ou une atteinte à l'intégrité des récepteurs des 

agents chimiotactiques à la surface des CEP pourraient aussi affecter leur recrutement. À 

titre d'exemple, il est possible de croire que certains récepteurs soient scindés par l'action 

d'une protéase, un phénomène ayant déjà été rapporté chez le récepteur CXCR4 du SDF-I 
147 

Enfin, les voies de signalisation impliquées dans le processus de recrutement 

représentent certainement une cible de choix pour tous facteurs affectant le recrutement des 

CEP dans la paroi vasculaire. Cette hypothèse étant supportée par le constat qu'en 

conditions in vitro, la migration des CEP induite par le VEGF est réduite chez des patients 

atteints de maladies coronariennes malgré une expression normale de ces récepteurs à leur 

surface 148. 

1.3.4.3.2. Différenciation 

Le processus de différenciation ou encore de maturation des CEP vers un phénotype 

endothélial mature représente une autre étape cruciale à leur action vasculoprotectrice. Un 
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dérèglement de ce processus dans la circulation sanguine et/ou au niveau de la paroi 

vasculaire pourrait affecter la détermination endothéliale des CEP, peut-être même au profit 

d'autres lignées (inflammatoire, musculaire, etc.). La plasticité des cellules CD34+ en 

culture illustre bien l'éventualité de ce phénomène. En effet, les cellules CD34+ peuvent, 

être différenciées en CE lorsque cultivées en présence de VEGF, un phénomène qui, de 

façon intéressante, est inhibé par la présence des LDL oxydées 149. En revanche, le 

changement des conditions de culture par l'ajout du facteur stimulant les colonies de 

macrophages ou d'une combinaison facteur stimulant les colonies de granulocytes

macrophages/IL-4 génère plutôt une différenciation vers les lignées myéloïdes et 

dendritiques J35. 

1.3.5. Facteurs de risque cardiovasculaire et cellules endothéliales 

progénitrices 

L'action vasculoprotectrice des CEP dépend donc d'un cycle de fonctions bien 

établi. Malheureusement, nous en sommes qu'au tout début d'une réelle compréhension 

des effets qu'exercent les facteurs de risque cardiovasculaire sur ce dernier. Cependant, il 

fut rapidement constaté, d'abord chez des sujets d'apparence saine puis ensuite chez des 

patients souffrant de maladies cardiovasculaires, qu'il existe une relation de corrélation 

inverse entre le nombre et/ou la fonctionnalité des CEP et les facteurs de risque 

cardiovasculaire 125,148. Par conséquent, il est facilement envisageable que ces derniers 

aient des effets néfastes sur le cycle fonctionnel des CEP et affectent l'homéostasie de 

l'endothélium vasculaire. 

1.3.5.1. Hyperlipidémie 

Due à l'importance de ce facteur dans le développement des processus 

athéroscléreux, il n'est pas étonnant de voir que plusieurs études ont déjà évalué l'impact 

des lipides sur la biologie des CEP. Chez des patients souffrant de maladies 
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cardiovasculaires, une corrélation inverse existe entre les niveaux circulants de LDL et la 

quantité de CEP 148. Le nombre de CEP, exprimé en unité formant colonies, se trouve 

même déjà significativement réduit chez des sujets d'apparence saine ayant un niveau élevé 

de cholestérol sanguin 125. L'hypercholestérolémie affecterait aussi la prolifération, la 

migration, l'adhésion et la vasculogenèse in vitro des CEP chez les patients atteints 148,150. 

Lorsque ajoutées au milieu de culture, les LDL oxydées affectent de façon dose 

dépendante les capacités fonctionnelles des CEP, augmentent leur taux de sénescence 

(possiblement par une inactivation de la télomérase) et réduisent leur nombre 151,152. Les 

LDL oxydées seraient aussi en mesure de prévenir la différenciation endothéliale des CEP 

induite par le VEGF via une inactivation de la voie de signalisation de la protéine Akt 149. 

1.3.5.2. Hypertension 

Tout comme l'hyperlipidémie, il semble que l'hypertension ait un effet néfaste 

global sur le cycle fonctionnel des CEP. L'hypertension a d'abord été identifiée comme un 

élément affectant la capacité migratoire des CEP 148. L'hypertension réfractaire quant à elle 

affecte négativement le niveau circulant de CEP, et ce indépendamment de la présence 

d'autres facteurs de risque cardiovasculaire 153. L'hypertension réfractaire serait même un 

facteur prédicteur de la diminution de la prolifération des CEP in vitro 153. De façon plus 

spécifique, il a été démontré que l'angiotensine II diminue l'activité de la télomérase chez 

les CEP ce qui accélère la venue de la sénescence. En augmentant la production du stress 

oxydatif par une surexpression de la glycoprotéine gp91 phox (phox pour phagocyte 

oxidase), l'angiotensine II aurait aussi pour conséquence de diminuer la prolifération des 

CEP 154. 

1.3.5.3. Diabète 

Le diabète, un autre important facteur de risques cardiovasculaires, est une maladie 

bien connue pour ces affectations vasculaires 155,156. Il n'est donc pas étonnant de constater 
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que la mobilisation des CEP dans la circulation périphérique est significativement affectée, 

dans un modèle expérimental de diabète murin, résultant en une vascularisation inadéquate 

du tissu ischémique 157. Chez l'humain, le niveau circulant de CEP est aussi 

significativemen-t réduit peu importe que le patient souffre d'un diabète de type 1 ou de type 

II 158,159. Il fut même démontré que la quantité de CEP récoltée chez des patients atteints de 

diabète de type 1 est inversement liée au niveau circulant de l'hémoglobine Alc, soulevant 

la possibilité que le degré de dérégulation glycémique soit associé aux affectations 

pathologiques relevées chez les CEP 158. In vivo, la capacité de réendothélialisation des 

CEP provenant de patients atteints de diabète de type II est sévèrement affectée par ce qui 

semble être le résultat d'une surproduction d'anions superoxydes par l'enzyme NADPH 

" oxydase (NADPH pour: nicotinamide adenine dinuc/eotide phosphate) et donc d'une 

diminution de la biodisponibilité du NO 160. Plusieurs groupes ont aussi démontré que la 

prolifération, l'adhésion et les propriétés angiogéniques des CEP sont affectées par le 

diabète 158,159,161. De plus, l'hyperglycémie serait associée in vitro, à une réduction du 

nombre de CEP en culture, à une inhibition de la production de NO et à une diminution de 

l'activité de la métalloprotéinase-9 ce qui, par conséquent, affecte la capacité migratoire des 

CEP 162. 

1.3.5.4. Tabagisme 

Facteur de risques non traditionnel, le tabagisme est tout de même un indice de 

réduction du niveau circulant des CEP 148. Il semble même que le niveau circulant des CEP 

corrèle inversement avec la quantité de cigarettes consommées. Les CEP provenant de 

fumeurs dits sévères meurent aussi plus rapidement lorsque mises en culture (en 4 -5 jours). 

En revanche, la cessation du tabagisme est associée à un rétablissement du niveau circulant 

des CEP. Cet effet est rapide (en 4 semaines) et particulièrement notable chez les fumeurs 

dits légers. Cependant, si la cessation ne peut être maintenue, la quantité de CEP en 

circulation chute de nouveau 163. 
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1.3.5.5. Sédentarité 

Il est bien connu que la pratique régulière d'activités physiques est un indice de 

réduction de la mortalité et de la morbidité cardiovasculaire. À l'inverse, la sédentarité est 

associée à une augmentation de l'apparition de plusieurs maladies cardiovasculaires, dont 

les maladies coronariennes. Dans plusieurs modèles expérimentaux, la sédentarité est 

même associée à une augmentation du stress oxydatif, à une dysfonction de l'endothélium 

et enfin, au développement de lésions athérosclérotiques 164. 

Chez la souris, la pratique régulière d'activités physiques fait augmenter le niveau 

circulant des CEP au-dessus de celui perçu chez les animaux soumis à un style de vie 

sédentaire 124. Cette augmentation est associée à une amélioration de la réendothélialisation 

et à une réduction de la resténose suite à l'induction d'une blessure vasculaire. Chez 

l 'humain, une augmentation significative du niveau circulant des CEP a été observée chez 

des patients souffrant de maladies coronarieunes ou de défaillance cardiaque chronique 

ayant entrepris un programme de réhabilitation physique 165,166. Le même constat fut 

observé chez des sujets d'apparence saine s'exerçant pour une période intensive de plus de 

30 minutes 167. 

Par souci de synthèse, les effets des .facteurs de risque cardiovasculaire sur le 

nombre et la fonctionnalité des CEP décrit ci-haut, ainsi que ceux de certains autres 

facteurs de risque, vous sont présentés sous forme d'un tableau (Tableau 1). 

Tableau 1 : Facteurs de risque cardiovasculaire et ceUules endothéliales progénitrices . 
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lia inversement proportionnel; MC = maladies coronariennes; UFC = unité formant 
colonies; DF = défaillance cardiaque 
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1.4. Estrogènes 

1.4.1. Biologie des estrogènes 

De par l'importance que semble représenter le bon fonctionnement du cycle 

fonctionnel des CEP afin de prévenir le développement de l'athérosclérose, plusieurs 

croient qu'il représente une cible privilégiée dans le développement d'approches 

préventives et thérapeutiques pour cette pathologie. De ce fait, l'identification des 

modulateurs du cycle fonctionnel des CEP devient une étape cruciale et jusqu'à présent, 

plusieurs facteurs endogènes et pharmacologiques tels que le facteur stimulant les colonies 

de granulocytes-macrophages 121, le VEGF 173,174, l'érythropoïétine 175 et les inhibiteurs de 

l'hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (statines) 176 ont déjà été identifiés. Les estrogènes 

figurent également parmi les principaux facteurs actuellement ciblés. 

1.4.1.1. Biosynthèse des estrogènes 

Il existe trois principaux estrogènes en circulation: l'estrone, le 17~-estradiol (17~E) 

et l'estriol. Le 17pE possède le plus puissant effet biologique et représente la principale 

forme d'estrogènes retrouvés en circulation chez la femme en âge de reproduction. Sa 

biosynthèse s'effectue surtout au niveau des ovaires par conversion enzymatique des 

androgènes. Les androgènes sont d'abord produits par les cellules thécales entourant le 

follicule sous l'influence de l'hormone lutéinisante hypophysaire. Ils sont ensuite convertis 

en 17~E dans les cellules de la granulosa du follicule par une aromatase dont l'activité est 

régulée par 1 'hormone folliculostimulante hypophysaire. Les concentrations sériques du 

17~E sont généralement faibles chez les jeunes filles et augmentent considérablement à la 

venue de la puberté. Chez la femme, elles se situent non loin de 100 pglml dans la phase 

menstruelle du cycle et peuvent atteindre approximativement 600 pglml à l'ovulation 

(Figure 5). Chez la femme enceinte, le niveau de 17pE peut approcher le 20 000 pglml. À 

la ménopause, les concentrations sériques déclinent considérablement pouvant atteindre des 
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niveaux aussi faibles que 5-20 pg/ml tels que ceux retrouvés chez l'homme. Le 17~E en 

circulation provient alors de la conversion des androgènes sécrétés par les glandes 

surrénales au niveau du foie, du tissu adipeux et/ou des muscles. Chez l'homme, le 17~E 

circulant provient à 20% d'une production testiculaire par les cellules de Sertoli et à 80% 

de la conversion des androgènes au niveau de différents sites périphériques 177. 

Phase folliculaire Phase lutéale 
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Figure 5 : Variation des concentrations plasmatiques des hormones hypophysaires et 
ovariennes au cours du cycle menstruel. Les phases du cycle menstruel se caractérisent 
par un profil hormonal distinct. Les niveaux plasmatiques de 17~-estradiol et de 
progestérone sont généralement bas pendant la période menstruelle. La concentration de 
17~-estradiol augmente de façon marquée peu avant l'ovulation. Le niveau des hormones 
lutéinisantes (HL) et folliculostimulantes (HFS) atteint un sommet à l'ovulation. Enfin, les 
concentrations de 17~-estradiol et de progestérone sont toutes deux élevées au cours de la 
phase lutéale. 
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1.4.1.2. Récepteurs aux estrogènes 

1.4.1.2.1. Structure 

Les estrogènes exercent leurs actions via deux récepteurs principaux soit le 

récepteur estrogen receptor a (ERa) et le récepteur estrogen receptor p (ER~). ERa et ER~ 

sont des facteurs de transcription de la famille des récepteurs nucléaires tout deux issus de 

gènes différents situés sur des chromosomes distincts. Le gène codant pour ERa, soit 

ESR1, est situé sur le chromosome 6q alors que celui codant pour ER~, soit ESR2, est 

localisé sur le chromosome 14q 178,179. ERa est une protéine de 595 acides aminés ayant un 

poids moléculaire de 66 kDa alors que ER~ ne fait que 530 acides aminés pour un poids de 

54 kDa 180 (Figure 6). Malgré cette différence, ccs deux récepteurs partagent une structure 

moléculaire semblable qui est composée de six domaines fonctionnels communs (A-F). Le 

domaine A/B, situé en N-terminale, est de loin le domaine fonctionnelle plus variable entre 

les deux récepteurs avec seulement 20% d'homologie. Ce domaine contient une région 

d'activation transcriptionnelle indépendante de la liaison au ligand (AF-I) qui se trouve 

considérablement réduite chez ER~ 181. Il est donc peu étonnant de constater que la région 

AF-l joue un rôle très actif dans la réponse transcriptionnelle induite par ERa, alors que 

son implication est minimale dans la réponse engendrée par ER~ 182, À l'inverse, le 

domaine de liaison à l'ADN, le domaine CID, constitue la région où la séquence est la plus 

conservée entre ERa et ER~ avec 95% d'homologie. Ce domaine contient une structure à 

doigts de zinc nécessaire à la liaison à l'ADN et à la dimérisation des récepteurs. Enfin, le 

domaine de liaison au ligand (E), qui se trouve dans la portion C-terminale, est relativement 

conservé avec 55% d'homologie entre les deux récepteurs. Ce domaine est aussi impliqué 

dans la dimérisation des récepteurs et contient une deuxième région d'activation 

transcriptionneUe (AF-2), celle-ci étant toutefois dépendante de la liaison au ligand 183,184. 
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Figure 6: Structure des récepteurs aux estrogènes. Les récepteurs aux estrogènes a 
(ERa) A) et ~ (ER~) B) sont composés de différents domaines fonctionnels tels la région 
d'activation transcriptionnelle AF-l (AJB), le domaine de liaison à l'ADN (CID) et le 
domaine de liaison au ligand (E) ~ui comprend aussi la région d'activation 
transcriptionnelle AF-2 (Adaptée d'après 18 ). 

1.4.1.2.2. Distribution 

ERa semble être le récepteur dominant dans plusieurs organes tels les glandes 

mammaires, l'utérus, les ovaires, les poumons, le cerveau, la glande thyroïde, les os, le foie, 

les reins, l'estomac, le colon, le cœur, les vaisseaux sanguins, les testicules et la prostate. 

Pour sa part, ER~ est présent au niveau des testicules, de la prostate, des ovaires, des reins, 

des vaisseaux sanguins, de certaines régions spécifiques du cerveau et dans les os (Révisé 

dans 186). De façon intéressante il fut noté que dans certains tissus, l'expression de ERa, ou 
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de ERp, est restreinte à un type cellulaire. Par exemple, les ovaires expriment les deux 

types de récepteurs mais l'expression de ERa se limite aux cellules de la granulosa alors 

que ERp n'est exprimé que dans les cellules thécales 187. Cette distribution spécifique des 

récepteurs aux estrogènes dans un même tissu fut l'une des premières observations qui 

suggéraient que les deux types de récepteurs puissent exercer des fonctions différentes. 

1.4.1.2.3. Activation 

1.4.1.2.3.1. La voie classique dépendante du ligand 

En absence de ligand, les récepteurs aux estrogènes se retrouvent en équilibre entre 

le cytoplasme et le noyau des cellules. Ils sont généralement associés avec certains 

membres de la famille des protéines de choc thermique. Ces protéines exercent leur 

activité chaperone en stabilisant la conformation inactive des récepteurs et en masquant leur 

domaine de liaison à l'ADN. La diffusion intracellulaire des estrogènes permet la 

formation du complexe ligand/récepteur et la dissociation complète des protéines de choc 

thermique 188. À l'aide d'un réseau de protéines impliquant la calvéoline-l, le complexe 

ligand/récepteur diffuse alors dans le noyau 189.. De cet emplacement, le complexe peut 

maintenant interagir sous forme d'homodimère (BRaIERa ou ERpIERP) ou d'hétérodimère 

(ERa./ERP) avec les éléments de réponse aux estrogènes, des séquences spécifiques d'ADN 

situées dans les différents promoteurs des gènes cibles 190. Le complexe ligand/récepteur 

s'associe également avec des cofacteurs transcriptionnels et/ou facteurs de transcription 

intermédiaires qui modulent de façon additionnelle l'activité transactivatrice ou 

transrépressive du complexe. Les récepteurs aux estrogènes peuvent aussi r~guler l'activité 

transcriptionnelle de gènes ne possédant pas d'éléments de réponse aux estrogènes en 

. s'associant à d'autres protéines ou facteurs de transcription. Par exemple, la liaison des 

récepteurs aux estrogènes avec la protéine activatrice-l résulte en un facteur de 

transcription fonctionnellement indépendant des éléments de réponse aux estrogènes 191. 
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1.4.1.2.3.2. La voie indépendante du ligand 

Les récepteurs aux estrogènes sont des phosphoprotéines et leurs fonctions peuvent 

être altérées par des changements dans leur état de phosphorylation en absence d'un ligand 

192 En effet, certains activateurs d'enzymes à activité kinase, tels les facteurs de 

croissance, peuvent provoquer une activation des récepteurs aux estrogènes en induisant 

une phosphorylation spécifique de certains résidus sérine ou tyrosine. La phosphorylation 

des récepteurs peut être induite directement par un récepteur à activité tyrosine kinase ou 

encore par l'action d'un second messager tel que les protéines mitogéniques à activité 

kinase 193. La dopamine 194, le facteur de croissance épidermique, le facteur de croissance 

transformant-a 195, l'insuline et le facteur de croissance-l analogue à l'insuline 196 figurent 

parmi les facteurs identifiés pouvant exercer une activité transcriptionnelle dépendante des 

récepteurs aux estrogènes. Il peut être envisagé que ce mode d'activation occupe un rôle 

important lorsque les niveaux locaux de facteurs dc croissance sont élevés et/ou lorsque les 

concentrations sériques d'estrogènes sont faibles corinne chez les femmes ménopausées et 

chez les hommes. 

1.4.1.2.3.3. La voie non-génomique dépendante du ligand 

La voie non-génomique des récepteurs aux estrogènes permet une réponse cellulaire 

rapide au ligand. Il est maintenant bien établi que ERa et ER~ sont tous deux capables de 

transmettre des signaux impliquant les membres de la famille des protéines mitogéniques à 

activité kinase. Cependant, il semble que l'activité enzymatique induite par chacun des 

récepteurs soit différente selon le type cellulaire étudié 197. 

1.4.1.2.4. Déterminants moléculaires de l'activité transcriptionnelle 

La fine régulation de l'action nucléaire spécifique des récepteurs aux estrogènes est 

influencée par plusieurs éléments dont la balance entre les cofacteurs transcriptionnels 

positifs et négatifs et les caractéristiques du promoteur du gène cible. 
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1.4.1.2.4.1. Cofacteurs transcriptionnels 

La découverte de cofacteurs transcriptionnels pouvant moduler de façon 

additionnelle l'activité du complexe ligand/récepteur a permis de mieux comprendre les 

fines régulations de l'activité des récepteurs aux estrogènes en fonction de la cible 

tissulaire. Jusqu'à présent, plusieurs familles de cofacteurs ont été identifiées et classées en 

fonction de leur capacité à interagir avec les différents complexes ligand/récepteur et selon 

leur activité transactivatrice ou transrépressive. De façon générale, il peut être stipulé que 

les co activateurs (ex: SCRlp106, CBP/p300) forment un complexe avec les récepteurs aux 

estrogènes qui favorise, et stabilise la machinerie de transcription alors que l'association 

récepteur/corépresseur (ex: NCORI) défavorise l'organisation protéique nécessaire à la 

transcription 198,199. 

1.4.1.2.4.2. Caractéristiques du promoteur 

De façon générale, les récepteurs aux estrogènes exercent leur fonction de facteurs 

de transcription en se liant sous forme d'homodimère ou d'hétérodimère aux éléments de 

réponses aux estrogènes au niveau de l'ADN. Ces éléments sont localisés dans le 

promoteur généralement situé en 5' des gènes cibles, le plus souvent à quelques centaines 

de paires de base du site d'initiation de la transcription. La séquence 

5'GGTCAnnnTGACC3' (n désignant n'importe lequel des nucléotides) fut d'abord 

'tant l ' d 'l' t d ' , 200 reconnue comme e a sequence consensus es e emen s e reponse aux estrogenes . 

Cependant, il fut rapidement constaté que seule une petite fraction des gènes cibles des 

estrogènes possédait cette séquence. Aujourd'hui, il est maintenant bien établi que la 

séquence des éléments de réponse aux estrogènes peut varier en fonction des gènes cibles et 

que les nucléotides situés dans la région centrale (nnn) influencent l'affinité des récepteurs 

l , 201202 Il fu ~ d' , d rt . 1 . d ' pour a sequence '. t me me emontre que ans ce ams cas, comme ce UI u gene 

codant pour le facteur de croissance transformant-a humain, les éléments de réponse aux 

estrogènes sont constitués de deux séquences séparées par plusieurs paires de base qui 
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agissent en combinaison afin de pennettre la transcription 203 Cette combinaison de 

séquences, maintenant nommée unité de réponse aux estrogènes, illustre bien la fine 

régulation de l'action transcriptionnelle des récepteurs aux estrogènes. 

1.4.2. Athérosclérose et estrogènes 

Les effets des estrogènes sur les processus athéroscléreux font l'objet 

d'investigations depuis de nombreuses années. Quoique non complètement élucidée et 

encore sujette à de nombreuses controverses, l'action protectrice des estrogènes semble 

diversifiée, affectant à plusieurs niveaux le développement des lésions athérosclérotiques. 

1.4.2.1. Profil lipidique 

Les estrogènes, par leurs effets spécifiques sur l'expression de certaines protéines 

hépatiques telles que les apolipoprotéines et les récepteurs aux LDL, diminuent le niveau 

circulant de cholestérol et améliore le profil lipidique de la femme en âge de reproduction 

204205 A' l' l' d LDL d' 1 . d l' ,. d '. a menopause, e nIveau e augmente tan lS que ce ut es lpoprotemes e 

haute densité diminue ce qui ramène le profil lipidique anti-athérogénique de la femme à 

celui nonnalement retrouvé chez des hommes du même âge. ERa semble être le récepteur 

dominant au niveau du foie 206. Son rôle dans la régulation de la transcription des protéines 

hépatiques par les estrogènes n'est pas encore complètement défini, mais il fut remarqué 

que chez les souris ERa-I
-, le niveau hépatique de la protéine ap<;lE est grandement diminué 

207,208 

Les estrogènes ont aussi des propriétés anti-oxydantes pennettant d'inhiber 

l'oxydation des LDL et du même coup, de prévenir la progression des processus 

athéroscléreux 209:210. Cet effet se reflète par une diminution du niveau circulant des 

anticorps dirigés contre les LDL oxydées chez la femme ménopausée recevant une 

honnonothérapie de remplacement 211. Un des mécanismes proposés pour expliquer cet 
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effet protecteur se tourne vers une réduction de la production des anions superoxydes ce 

qui, par le fait même, permet d'augmenter la biodisponibilité du NO 212. 

1.4.2.2. Processus inflammatoire 

Les estrogènes agissent aussi au niveau du processus inflammatoire de la lésion 

athérosclérotique. Globalement, il semble que leurs actions diminuent l'adhésion et la 

transmigration endothéliale des leucocytes et des monocytes 213,214. À titre d'exemple, il fut 

rapporté, dans un modèle d'hypercholestérolémie chez le lapin, que les mâles accumulent 

une quantité supérieure de monocytes au niveau des lésions aortiques que les femelles. De 

plus, l'ovariectomie des femelles engendre une augmentation de l'adhésion et de la 

rétention des monocytes au niveau de l'aorte, un effet atténué par l'administration de 17/3E 

et relié à une diminution de l'expression de la molécule d'adhésion VCAM-I 213. Les 

femmes recevant une hormonothérapie de remplacement voient aussi leurs niveaux 

circulants de la forme soluble de plusieurs molécules d'adhésion diminuer telles que ceux 

de la molécule d'adhésion intracellulaire-l, la VCAM-l et la E-sélectine 215. La production 

locale d'estrogènes au niveau de l'endothélium vasculaire, à partir de la testostérone, est 

aussi associée à une diminution de l'expression de la VCAM-I 216. De même, in vitro, un 

traitement des CE au 17/3E diminue l'expression de la VCAM -1 induite par 1 'IL-l et les 

lipopolysacharrides 217,218. L'action protectrice des estrogènes découlerait d'une régulation 

négative de l'activation du facteur de transcription nucléaire KB impliqué dans le contrôle 

de l'expression des molécules d'adhésion au niveau des CE 219. 

De façon plus globale, l'équipe de notre laboratoire a également fait la 

démonstration que le 17/3E inhibe, au niveau des CE, l'expression du récepteur CD40 et de 

son ligand induites par l'interféron y, un phénomène permettant de réduire l'adhésion des 

leucocytes à la mono couche cellulaire 220. Certains auteurs ont également démontré que 

l'expression de la protéine chimiotactique des monocytes-l est diminuée par l'action du 

17/3E au niveau des CE 221. 
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1.4.2.3. Biodisponibilité du NO 

La vaste majorité des actions anti-athérosclérotiques des estrogènes est certainement 

appuyée de leurs effets sur la biodisponibilité du NO. Les estrogènes sont en mesure 

d'augmenter la biodisponibilité du NO localement, ce qui se traduit par une vasodilatation 

locale des artères. Les études d'inactivation génique des récepteurs aux estrogènes chez la 

souris illustrent très bien cette propriété. L'activité vasodilatatrice des estrogènes est 

pratiquement abolie chez les souris ERa"'" due à un~ diminution importante de la 

biodisponibilité du NO 222. L'implication de ERa dans la relâche du NO est supportée par 

plusieurs études in vitro. En effet, il a été démontré que ERa est directement impliqué dans 

l'activation rapide de la eNOS (efXet non-génomique) par les estrogènes et dans 

l'augmentation de son expression protéique (effet génomique) 223.224. L'effet non 

génomique semble venir d'une activation de la eNOS sous l'influence des voies 

signalétiques des protéines mitogéniques à activité kinase et de la voie phosphatidilinositol-

3 kinase/protéine Akt 223,225. De façon intéressante, il a été constaté que les souris ERp-/

vieillissantes développent aussi des problèmes d'hypertension 226. Des études in vitro sont 

par la suite venues démontrer que ERp, tout comme ERa, était impliqué dans l'activation 

rapide de la eNOS et dans l'augmentation de son expression par les estrogènes 224,227. 

L'activation de la forme inductible de la NOS par les estrogènes a déjà été constatée et 

pourrait donc aussi contribuer à augmenter la biodisponibilité du NO 228. 

En plus de favoriser sa production, les estrogènes agissent de telle sorte que la 

dégradation du NO soit aussi réduite en éliminant les espèces réactives de l'oxygène telles 

que les anions superoxydes. Cette action résulte d'une diminution de l'expression de la 

NADPH oxydase par les estrogènes, principale source des anions superoxydes 229. De plus, 

de récentes données démontrent que les estrogènes diminuent également le niveau circulant 

de 1 'homocystéine en modulant le métabolisme de la méthionine et en augmentant le niveau 

de glutathionne, ce qui stabilise la molécule de NO et accentue son effet 230. 
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1.4.2.4. Facteurs vasoactifs 

Les estrogènes agissent aussi en tant que modulateurs des niveaux circulants de 

plusieurs facteurs, outre le NO, impliqués dans le maintien de l'homéostasie vasculaire. 

Globalement, cet effet semble promouvoir un état de vasodilatation du système vasculaire. 

En effet, l'administration d'une hormonothérapie de remplacement chez la femme semble 

augmenter la production de la bradykinine 231, de la prostacycline 232,233 et de l'adénosine 

234 et diminuer les niveaux d'endothéline-l 235, de rénine et de l'enzyme de conversion de 

l'angiotensine 236,237. 

1.4.2.5. Cellules vasculaires 

Les effets des estrogènes sur les cellules vasculaires ont été grandement explorés 

tant in vitro que in vivo. Lorsque mise en culture, plusieurs ont démontré que les 

estrogènes promeuvent la prolifération et la migration des CE 238-240. Notre laboratoire s'est 

attardé aux mécanismes impliqués dans ces processus. Ainsi, nous avons démontré que ces 

inductions étaient reliées à l'activation de la voie des protéines mitogéniques à activité 

kinase p42/44 et p38, un effet dépendant du récepteur ERa 241,242. Le 17~E semble aussi 

prévenir l'apoptose des CE induite entre autres, par le facteur de nécrose tumorale-a 243,244 

et l'hypoxie 245. L'effet anti-apoptotique des estrogènes est relativement complexe et peut 

être à la fois dépendant et indépendant de l'action de leurs récepteurs, avec l'implication 

possible de l'enzyme de conversion de l'IL-l~, de la protéine c-myc, de la kinase 

d'adhésion focale pp125, des protéines mitogéniques à activité kinase telles que la p42/44, 

la p38 et la kinase amino-terminale c-jun, de la protéine Fas, de la protéine Bcl-2 et de la 

NOS 177. 

À l'inverse, la plupart des études in vitro démontrent que les estrogènes inhibent la 

prolifération des CML induite par une stimulation chimique ou mécanique. Le 17~E inhibe 

la prolifération de CML d'aorte de lapin induite par l'ajout de sérum hyperlipidémique au 
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milieu de culture 246. Cet effet inhibiteur a été reproduit dans plusieurs modèles de culture 

de CML humaines telles que celles provenant de la veine saphène 247, de la veine 
/ 

ombilicale 248, de l'artère mammaire 249 et de l'aorte 250,251 et ce, sous l'influence de 

différents facteurs stimulants incluant le facteur de croissance dérivé des plaquettes, le 

facteur de croissance-l analogue à l'insuline, l'endothéline-l ou le stress mécanique 252. 

Nous avons également étudié les mécanismes impliqués dans la prévention par le 17~E de 

la migration et de la prolifération des CML induite par le facteur de croissance dérivé des 

plaquettes-~~. Ces études ont démontré que, à l'inverse de ce qui est perçu chez les CE, le 

17~E inhibe l'activation des protéines mitogéniques à activité kinase p38 et p42/44, un 

effet dépendant du récepteur ER~ 241,242. 

In vivo l'utilisation de modèles de blessures vasculaires a aussi permis de démontrer 

les effets des estrogènes sur les constituants cellulaires de la paroi vasculaire. Chez le lapin 

mâle, l'induction d'une blessure par ballon au niveau de l'aorte se traduit par la formation 

de néointima qui est de loin supérieure à celle perçue chez les femelles. Par ailleurs, 

l'ovariectomie des femelles est associée à une réponse néointimale robuste comparable à 

celle des mâles, un effet grandement atténué par un traitement systémique au 17~E 253-255. 

Il fut d'abord cru que cette protection était liée à la capacité des estrogènes à inhiber la 

prolifération des CML au site de blessure 256. Cependant, il fut par la suite démontré que la 

protection vasculaire des estrogènes était surtout attribuée à l'augmentation de la 

réendothélialisation au site de blessure, un phénomène partiellement présent chez les souris 

ERWI- mais sévèrement atténué chez les souris ERa-l - 257. 

1.4.3. Cellules endothéliales progénitrices et estrogènes 

Les bienfaits des estrogènes sur la prévention des processus athéroscléreux ne sont 

certainement pas étrangers à l'intérêt que la communauté scientifique leur porte aujourd'hui 

en tant que modulateurs du cycle fonctionnel des CEP. 
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1.4.3.1. Processus de réendothélialisation 

Les premières évidences nous permettant de croire que les estrogènes sont 

pharmacologiquement capables d'influencer le cycle fonctionnel des CEP nous vient de 

deux études simultanément publiées en 2003 par Strehlow, K et coll. et Iwakura, A et coll. 

dans la revue Circulation. Collectivement, les travaux de ces auteurs ont permis de 

démontrer que l'administration de 17~E chez des souris ovariectomisées augmente le 

niveau des CEP retrouvées à la fois, dans la MO et dans la circulation périphérique. Cette 

action semble être dépendante de l'activité du NO car elle est complètement abolie chez des 

souris eNOS-I
-. En utilisant différents modèles de transplantation de MO à partir de souris 

transgéniques (~-galactosidase, protéine fluorescente verte), ces auteurs ont aussi fait la 

démonstration qu'un traitement au 17~E augmente la proportion de cellules dérivées de la 

MO participant à la réendothélialisation d'une blessure vasculaire, ce qui mène à une 

accélération de la guérison vasculaire et à une diminution de la formation de néointima. Ils 

ont également proposé que l'action des estrogènes permet de diminuer le taux d'apoptose 

des CEP, un effet dépendant de la voie de la caspase-8, et d'augmenter leur capacité de 

prolifération et de migration 258,259. 

1.4.3.2. Sénescence des cellules endothéliales pro génitrices 

Il fut par la suite constaté que le 17~E retarde, et ce de façon dose dépendante, 

l'apparition de la sénescence des CEP en culture. Le 17~E semble ici agir au niveau de 

l'activité de la télomérase en induisant une augmentation de l'expression de sa sous-unité 

catalytique, la transcriptase inverse de la télomérase, un effet régulé par la voie de 

signalisation phosphatidilinositol-3 kinase/protéine Alet 260. Cette effet protecteur permet 

aussi de réduire l'accélération de la sénescence des CEP induite in vitro par l'angiotensine 

II 261 et celle généralement constatée chez les CEP provenant de rats spontanément 

hypertendus 262. 
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1.4.3.3. Processus de néovascularisation 

Suite à l'implication des CEP dans les processus de réparation vasculaire 

(réendothélialisation) induits par les estrogènes plusieurs se sont demandés si les CEP 

pouvaient aussi jouer un rôle au niveau des processus de réparation du myocarde 

(néovascularisation) induit par les estrogènes. Par l'utilisation d'un modèle d'infarctus du 

myocarde murin, il fut démontré qu'un plus grand nombre de CEP était dénombré dans les 

régions bordant la zone ischémique du myocarde chez les souris traitées au 17PE, ce qui 

permet une meilleure préservation de l'intégrité fonctionnelle du tissu cardiaque. Encore 

ici, cet effet est perdu chez les souris eNOS-1- et atténué chez les souris auprès desquelles le 

gène de la métalloprotéinase-9 a été inactivé, révélant l'implication de ces deux molécules 

dans la mobilisation des CEP induite par le 17pE 263. 

Afin de mieux caractériser l'action des estrogènes sur les CEP dans un contexte de 

protection cardiovasculaire, Hamada, H et coll. se sont par la suite attardés à déterminer 

l'implication de chacun des récepteurs aux estrogènes dans ce processus. En réponse au 

17PE, l'adhésion, la vasculogenèse et l'activité transcriptionnelle in vitro des CEP sont 

sévèrement compromises chez les cellules obtenues de souris ERa-l- et modérément 

affectées chez les cellules provenant de souris ERp-/-. En utilisant un modèle de 

transplantation de MO provenant de souris ERa-l
- ou ERp-/-, les auteurs de cette étude ont 

également démontré qu'en réponse à un traitement au 17PE, la mobilisation des CEP ainsi 

que la densité capillaire de la zone à risques étaient réduites dans les deux modèles quoique 

plus sévèrement dans le modèle de transplantation ERa-I
-. Même si le récepteur ERa 

semble plus abondamment exprimé dans les CEP que ERp, les auteurs en ont conclu que 

l'activité des deux récepteurs aux estrogènes est essentielle au processus de régulation des 

CEP par le 17pE 264. 

Encore ici, par souci de synthèse, les effets des estrogènes sur le cycle fonctionnel 

des CEP décrits ci-haut vous sont représentés sous forme de figure (Figure 7). 
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Figure 7: Effets des estrogènes sur le cycle fonctionnel des cellules endothéliales 
progénitrices. Les estrogènes affectent le cycle fonctionnel des cellules endothéliales 
progénitrices à plusieurs niveaux. In vivo, ils pennettent d'augmenter le nombre de cellules 
endothéliales progénitrices dans la moelle osseuse, leur niveau circulant, leur recrutement 
et leur différenciation endothéliale à la paroi vasculaire ainsi que leur participation au 
processus de vascularisation de la zone à risque du myocarde. In vitro, les estrogènes 
favorisent la migration et la prolifération des cellules endothéliales progénitrices ainsi que 
leur différenciation endothéliale, diminuent l'apoptose et retardent la venue de la 
sénescence par une augmentation de l'activité de la télomérase. 
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1.5. Problématique et but du projet de recherche 

Au cours des dernières années, l'étude de l'action des estrogènes sur le cycle 

fonctionnel des CEP s'est donc principalement concentrée autour de modèles 

expérimentaux visant à reproduire les processus normalement perçus lors du 

développement des lésions athérosclérotiques ou d'un infarctus du myocarde. Peu de gens 

se sont attardés à vérifier le mode d'action physiologique des estrogènes sur les CEP, un 

phénomène qui pourtant figure au premier plan des mécanismes à maîtriser afin de pouvoir 

un jour utiliser efficacement les estrogènes en tant que modulateurs des CEP pour une 

thérapie préventive ou curative de l'athérosclérose et de ses complications. 

De plus, malgré le fait que dans bien des modèles les estrogènes semblent agir 

directement sur les CEP de la MO pour favoriser leur fonctionnalité, peu d'informations 

nous permettent de déterminer si les estrogènes agissent plus globalement au niveau de la 

MO afin de moduler l'organisation fonctionnelle de la niche des CS. Face à la 

compréhension actuelle du rôle de la niche des CS dans le maintien de l'homéostasie 

cardiovasculaire, l'action bénéfique potentielle des estrogènes sur son organisation 

fonctionnelle pourrait avoir des conséquences majeures sur le développement d'outils de 

prévention et/ou thérapeutiques dans le domaine des maladies cardiovasculaires. 

Ce projet de thèse visait donc, dans un premier temps, à caractériser les effets des 

estrogènes sur le niveau circulant et la maturité des CEP chez des femmes saines en âge de 

reproduction. Ce premier volet d'étude fut en plus l'occasion d'étudier les différences de 

niveaux circulants et de maturité des CEP qui existent entre les hommes et les femmes, un 

phénomène qui, face au rôle des CEP dans le maintien de l'homéostasie vasculaire, pourrait 

permettre de mieux comprendre le paradoxe d'incidents cardiovasculaires qui existe entre 

les genres. Par ce projet de thèse, nous cherchions également à déterminer l'influence des 

estrogènes sur les processus biologiques modulant l'organisation fonctionnelle de la niche 
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des CS afin d'identifier de nouvelles cibles moléculaires qui permettrons peut-être de 

mieux interpréter les bénéfices potentiels de leurs actions sur le système cardiovasculaire. 
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2.1.2. Structured abstract 

Background: The potential role of endothelial progenitor cells (EPCs) in the 

beneficial effects of estrogen on women's cardiovascular health is of great interest. We 

thus evaluated if menstrual cycle influences circulating levels of EPC subpopulations in 

normally menstruating women and if this could underline gender differences. Methods 

and Results: Ten women and ten men were recruited for this study. Peripheral blood 

samples were collected at each menstrual cycle phase in women and, three times over a one 

month period in men. Flow cytometry analysis revealed that, in women, the number of 

CD133+/CD34-, CD133+/CD34+ progenitor cells (PCs) and CD133+/CD34+/VEGF-R2+ 

EPCs per ml of blood fluctuated significantly throughout the cycle in synchronization with 

the level of circulating 17~-estradiol (17~E). Maturation of CD133+NEGF-R2+ and 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs towards respective CD144+ advanced EPC (aEPC) 

subpopulations was reduced at mid-Iuteal phase. 

CD133+/CD34+ PC, CD133+NEGF-R2+ and 

Greater mean global number of 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPC 

subpopulations was found in women and 17~E was identified as a predictive factor for the 

gender differences perceived. Finally, maturation of CD133+ and CD133+/CD34- towards 

respective EPCs or aEPCs was increased in women compared to men. Conclusions: Our 

results suggest a physiological regulation of the availability of PC and EPC subpopulations 

in premenopausal women throughout menstrual cycle and reveal gender differences in the 

lev el and maturity of specific PC, EPC and aEPC subpopulations. This cyclic regulation in 

premenopausal women, may in part explain the lower prevalence of cardiovascular events 

at middle age compared with men or the timing of such events during the menstrual cycle. 

Keywords: hormones, estrogen, endothelial progenitor cells, circulation, cardiovascular 

diseases 
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2.1.3. Introduction 

Circulating endothelial progenitor cells (EPCs) are nicely defined by Urbich and 

Dimmeler as non-endothelial cells (ECs) that show clonaI expression and stemness 

characteristics with the ability of differentiating into ECs '. These cells exert multifaceted 

regulatory roles in the adult vascular system and participate in many physiopathological 

functions like vascular homeostasis, ischemic tissue vasculogenesis and tumoral 

angiogenesis. Different populations of circulating EPCs have been identified. They are 

generally phenotypically and functionally characterized in human by the expression of cell 

surface markers such as CD133, CD34, and vascular endothelial growth factor receptor 2 

(VEGF-R2) and in vitro by late-outgrowth colony forming unit EC (CFU-EC) formation (, 

for review). 

The number of CFU -EC has been identified as a predictor of end othe liaI function in 

healthy individuals 3 and the level of circulating EPCs has been inversely associated with 

the occurrence of cardiovascular events and death from cardiovascular causes in patients 4. 

Accordingly, to be beneficial for the vasculature, EPCs must be mobilized from the bone 

marrow to the circulation in response to cytokines, growth factors and/or hormones. Since 

premenopausal women are relatively protected from cardiovascular diseases compared to 

men of similar ages 5, it can be proposed that female hormones, like estrogen, influence 

EPC mobilization in women during their reproductive years. 

lndeed, recently, the implication of EPCs in estrogen-induced primary and 

secondary cardioprotection is of great interest. In murine models, 17~-estradiol (l7~E) 

delivery enhances the mobilization and proliferation of EPCs, accelerates 

reendothelialization and attenuates neointima formation after vascular in jury 6,7. 17~E also 

favors recovery after myocardial infarction via an increase in EPC mobilization and 

incorporation at site of ischemia, a mechanism recently demonstrated to be dependent on 

estrogen receptors a and ~ (ERa, ER~) 8,9. In vitro, 17~E acts as a survival factor by 
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protecting EPCs against apoptosis induced by serum deprivation 7 and by decreasing EPC 

senescence via an increase in telomerase activity JO. Hormonal status has also been 

demonstrated to influence the number of circulating CD34+NEGF-R2+ EPCs Il. Their 

number is decreased in postmenopausal women and increased in those on hormone 

replacement therapy, suggesting an active role for 17~E in this phenomenon. 

Interestingly, Hamelin et al. demonstrated that premenopausal women having an 

acute coronary event do so predominantly during menses, raising the possibility that the 

low 17~E level during this phase of the menstrual cycle is associated with, or perhaps 

contributes to, the increased risk of acute coronary events 12. Since 17~E treatment 

positively influences circulating EPC levels, it could be proposed that the increased risk of 

acute coronary events during menses, when 17~E lev el is at the lowest, may also be related 

to the reduced availability of EPCs. Unfortunately, while the effect of 17~E treatment on 

the kinetic and function of EPCs has been appreciably examined, the impact of 17~E 

physiological fluctuations during normal menstrual cycle on circulating level of EPCs has 

poorly been studied. 

In this study, we hypothesized that abundance of circulating EPCs, as weIl as their 

development toward mature ECs, changes significantly during the menstrual cycle, 

probably in synchrony with the circulating level of 17~E. To address this hypothesis 

comprehensively, we quantified the number of progenitor cell (PC), EPC and advanced 

EPC (aEPC) subpopulations at three hormonal time points throughout menstrual cycle in 

healthy premenopausal women. In order to preserve the heterogeneity in cell 

subpopulations, we evaluated circulating CD133, CD34, VEGF-R2 and/or CDl44 positive 

cells by flow cytometry without placing them in culture. AIso, in an attempt to better 

understand the divergence in vascular protection between premenopausal women and men 

of similar ages and with similar clinical characteristics and life style, circulating levels of 

PC, EPC and aEPC subpopulations were determined in men. 
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2.1.4. Materials and methods 

2.1.4.1. Volunteers 

Ten normally menstruating women and ten men aged between 18 and 40 years old 

were recruited for this study. Volunteers were healthy, normally active (~ 3 h/week) 

nonsmoking (for at least three months), nonobese (body mass index < 30 kg/m2
) , 

normotensive, nonmedicated on a regular basis (including oral contraceptives or hormonal 

treatment for at least 4 months), and free of cardiovascular risk factors as assessed by 

medical history and fasting blood chemistry analyses. We excluded pregnant or 

breastfeeding women and those with irregular menstrual cycles or previous hysterectomy. 

Details of the clinical characteristics for both groups are listed in Table 1. This study was 

approved by the scientific and ethics committees of the Montreal Heart Institute and 

conforms' with the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Oral and written 

informed consents were obtained from aIl volunteers before beginning the study. 

2.1.4.2. Data collection 

Volunteers answered a detailed questionnaire that assessed life style and family 

history of cardiovascular risk factors. Physiological parameters including weight, height, 

waist circumference and arterial blood pressure were measured. Women were asked for 

detailed information about hormonal status, age at onset ofmenarche, length and regularity 

of menstrual cycles and starting date of the latest cycle. 

2.1.4.3. Peripheral blood collection 

In women, peripheral blood samples were collected at three phases of their 

menstrual cycle. The phases depended on the length of the cycle and they were defined as 

follows: menstrual (1-3 days post-onset of menstruation), pre-ovulatory (2-4 days before 

ovulation) and Iilid-Iuteal phases (7-9 days post-ovulation). All menstrual cycle phases 
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were verified by determining circulating level of 17~E, progesterone, follicle-stimulating 

(FSH) and luteinizing (LH) hormones. Both 17~E and progesterone levels were low during 

the menstrual phase. 17~E markedly increased during the pre-ovulatory phase. FSH and 

LH peaked at ovulation and finally both 17~E and progesterone were elevated during the 

mid-Iuteal phase. In men, peripheral blood samples were collected tbree times within a one 

month period, simulating women's sampling interval. Ail blood samples were collected in 

the morning using the Vacutainer (BD Biosciences, Missisauga, CA) system. 

Approximately 35 ml of blood was drawn to assess complete blood formula, blood 

chemistries, hormones and levels of PC, EPC and aEPC subpopulations. 

2.1.4.4. Measuremeut of hormone levels 

Glass tubes containing SST Gel and Clot activator were used to assay for 17~E, 

progesterone, FSH and LH. Samples were analyzed by Centaur immunoassay system 

(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, N.Y) according to manufacturer's 

instructions. 

2.1.4.5. Flow cytometry analysis of circulating PC, EPC and aEPC subpopulations 

To measure PC, EPC and aEPC subpopulations, 15 ml ofblood was collected into 

glass tubes containing citrate as an anticoagulant. Mononuclear cells were isolated by 

density centrifugation using Ficoll-Hypaque gradients (Amersham Biosciences, Uppsala, 

Sweden). Four million mononuclear cells were first incubated with normal sera and then 

stained according to a 4-color antibody protocol: PE anti-human CD133 (Miltenyi Biotec, 

Auburn, CA), APC anti-human CD34 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA), biotin anti

human VEGF-R2 (Alpha Diagnostic, San Antonio, Texas) with streptavidin ECD 

secondary antibody (lmmunotech, Marseille, France) and FITC anti-human CD144 (AbD 

Serotec, Raleigh, NC). Corresponding isotype antibodies were used as negative controls. 

Data acquisition was performed using an Epics Altra cytometer and EXPO™ 32 ADC 

software (Beckman Coulter, Fullerton, CA). lXI06 events were processed for each sample. 
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Of these events, only low-to-medium FSC and SSC singlets were gated for analysis of PC, 

EPC and aEPC subpopulations (supplemental data Figure SIA). In ail cases, gated singlets 

represented 80 to 90% of acquired events. Data analysis was performed using EXPO™ 32 

analysis software (Beckman Coulter). 

PC subpopulations were characterized by surface expression of CD 133 and/or 

CD34 antigens (supplemental data Figure SIB). Subsequently, corresponding EPC and 

aEPC subpopulations were characterized with two additional markers: VEGF-R2 and 

CDl44 (supplemental data Figure SIC). Phenotypical characteristics for PC, EPC and 

aEPC subpopulations are listed in table 2. PC, EPC and aEPC subpopulations were first 

quantified as a percentage of mononuclear cells and then reported as cells per ml ofblood. 

2.1.4.6. Statistical analysis 

Data are presented as mean ± SEM for continuous variables while frequencies are 

presented for categorical variables. Clinical characteristics of volunteers were compared 

between men and women using Fisher exact test in the case of categorical variables. 

Continuous variables were compared using Student t-test on either the raw data or the log

transformed data, wh en appropriate. For women, a one-way repeated analysis of variance 

was used to evaluate the effect of menstrual cycle phase (menstrual, pre-ovulatory, and 

mid-luteal). If the global F test for phases was significant at the 0.05 level, pairwise 

comparisons were done. The generalized estimating equation (GEE) approach was 

performed to compare the variables between men and women by taking into account ail 

three measurements taken during a complete cycle for women and a one month period for 

men. For sorne markers, the same approach was performed using 17pE as independent 

variable to evaluate the effect of 17pE level. Ali analyses were done with SAS version 9.1 

(SAS Institute Inc., Cary, NC) and conducted at the 0.05 significance level. 
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2.1.5. Results 

2.1.5.1. Circulating levels of PC and EPC subpopulations are influenced by menstrual 

cycle phases 

We first assessed the levels of circulating PC, EPC, and aEPC subpopulations at 

three hormonal points during the menstrual cycle. Flow cytometry analysis revealed that 

the number of CD133+ PCs (Figure lA) and their corresponding CD133+NEGF-R2+ 

EPCs or CD133+NEGF-R2+/CDI44+ aEPCs (Figure lB) does not significantly vary 

between phases of the menstrual cycle. However, circulating level of CD 1 33+/CD34- PCs 

fluctuated significantly throughout the cycle (P = 0.0432) (Figure 1 C). The number of 

CD133+/CD34- PCs tended to be higher at the pre-ovulatory (3085 ± 595 cells/m1· of 

blood) and the mid-Iuteal phases (2936 ± 335) compared to the menstrual phase (2041 ± 

368). Those increases were synchronized with the increase in 17~E b100d 1eve1, which was 

237% (P = 0.0263) and 200% (P = 0.0003) higher during the pre-ovulatory and mid-Iuteal 

phases, respectively, as compared to the menstrua1 phase (Table 1). In contrast, neither 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPC nor CD133+/CD34-NEGF-R2+/CDl44+ aEPC levels 

were altered in response to the menstrual cycle (Figure ID). 

The number of CD 133+/CD34+ PCs varied significantly during the cycle (P = 

0.0163) (Figure lE). During both the pre-ovulatory and the mid-Iuteal phases, circu1ating 

1eve1 (66 ± 17 and 56 ± 9 respective1y) tended to be higher than during the menstrua1 phase 

(32 ± 8). Here, the amount of corresponding CD133+/CD34+NEGF-R2+ EPCs was 

significantly modulated (P == 0.0221) (Figure IF). Their quantity at the pre-ovulatory (45 ± 

12) and at the mid-Iutea1 phases (44 ± 7) tended to be superior to the amount observed at 

the menstrual phase (27 ± 6). Again those increases were synchronized with changes in 

1 7~E blood lev el. This modulation could no longer be detected when the analysis was 

further restricted to CD133+/CD34+NEGF-R2+/CD144+ aEPCs (Figure IF). Finally, 

whep CD34+ PCs (Figure 1G) and corresponding CD34+NEGF-R2+ EPCs or 
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CD34+NEGF-R2+/CDI44+ aEPCs (Figure IH) were assessed, no menstrual cycle 

dependent fluctuation was detected. Additional analysis did not reveal any influence of the 

menstrual cycle on other' blood cens including erythrocytes, granulocytes, lymphocytes, 

monocytes, and platelets (data not shown). 

2.1.5.2. Maturation of PC and EPC subpopulations is influenced by the menstrual 

cycle 

Given that the levels of specific PC and EPC subpopulations are influenced by the 

menstrual cycle, we hypothesized that their maturation status might also vary. To evaluate 

this parameter, a putative differentiation cascade towards mature ECs was established as 

Iwami et al. and Shantsila et al. proposed previously 13,14. Maturation towards EPCs was 

defined as the acquisition of VEGF-R2 expression by PCs whereas maturation towards 

aEPCs was characterized as the acquisition of CD144+ expression by EPCs. Ratios of 

EPCsIPCs, aEPCs/EPCs and aEPCslPCs were then calculated at each phase of the 

menstrual cycle using CD 133 and/or CD34 antigens as indicators of PCs. 

Examination of the ratios revealed that, while the proportion of VEGF-R2+ (EPC) 

or VEGF-R2+/CDI44+ (aEPC) cells within CD133+ PCs remained unchanged throughout 

the menstrual cycle, the proportion of CD144+ (aEPC) cens within CD133+NEGF-R2+ 

EPCs was significantly modulated (P = 0.0288) (Figure 2A). A significant reduction of 

16% (P = 0.0116) was observed at the mid-luteal phase compared to the menstrual phase. 

Similarly, the fraction of VEGF-R2+ (EPC) or VEGF-R2+/CD144+ (aEPC) cens within 

CD133+/CD34- PCs was not affected by the menstrual cycle whereas the proportion of 

CDl44+ (aEPC) cens within CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs was significantly altered 

(P = 0.0305) (Figure 2B). Again, a significant reduction of 17% (P = 0.0106) was noted at 

mid-luteal phase compared to menstrual phase. 
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Further analysis did not reveal any influence of menstrual cycle on CD 13 3+/CD34+ 

and CD34+ PC maturation as evaluated by the ratio of corresponding EPCIPC, aEPCIEPC 

and aEPC/PC subpopulations (Figure 2C and D respectively). 

2.1.5.3. Gender differences in mean global circulating levels of PC, EPC and aEPC 

subpopulations 

As the quantity of specific PC and EPC subpopulations are influenced by the 

menstrual cycle, we postulated that gender differences in circulating levels of PC, EPC and 

aEPC subpopulations might also exist. Because this study was not designed to interpret 

possible fluctuation in cellieveis of men and more importantly, to avoid a menstrual phase

dependent bias in women's cell levels, the mean global values obtained from the 3 flow 

cytometry analyses were employed for comparison between sexes. While no gender 

differences were detected between CD133+, CD34+ and CD133+/CD34- PCs (Figure 3A 

and B), the number of CD133+/CD34+ PCs per ml of blood was 72% higher in women 

than in men (P = 0.0326) (Figure 3C). Interestingly, 17pE was found to be a predictive 

factor for the gender difference detected in CD 133+/CD34+ PC level (P = 0.0271) (data not 

shown). 

Appreciable differences were also noticed in EPC subpopulations even while the 

number of total VEGF-R2+ cells was found to be equivalent between sexes (data not 

shown). When CD133+NEGF-R2+ and CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs were 

investigated, they were found to be 49% (P = 0.0289) and 47% (P = 0.0315) more abundant 

in women (Figure 4A and B). Again, 17pE was found to be a predictive factor for the 

gender difference detected in the levels ofthese two EPC subpopulations (P = 0.0371 andP 

= 0.397) (data not shown). Similarly, the number of CD133+/CD34+/VEGF-R2+ EPCs 

was higher in women by 110% (P = 0.0125) (Figure 4C) but here, 17pE was not a 

predictive factor for this detected difference (data not shown). Finally, the number of 

classical CD34+/VEGF-R2+ EPCs did not differ between men and women (Figure 4D). 
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Again, although the total amount of CD144+ cells was found equivalent in both 

sexes (data not shown), analysis of aEPC subpopulations exposed gender differences in 

number. The quantity of CD133+NEGF-R2+/CDI44+ aEPCs was 67% (P = 0.0143) 

higher in women than in men (Figure 4E). Similarly, the mean numbers of CD 133+/CD34-

NEGF-R2+/CDI44+ and CD133+/CD34+NEGF-R2+/CDI44+ aEPCs were 65% (P = 

0.0152) and 112% (P = 0.0156) higher in wonie'n (Figure 4F and G). For all these aEPC 

subpopulations, 17~E could not be considered as a predictive factor for the gender 

differences detected (data not shown). Conversely, the number of CD34+NEGF

R2+/CD144+ aEPCs did not differ significantly between sexes (Figure 4H). 

Extend of analysis to blood cell components and hormone levels also underlined 

gender differences. Significantly reduced numbers of erythrocytes and lymphocytes were 

noted in women compared to men (-18% .(P = 0.0128) and -17% (P = 0.0014), 

respectively) whereas the numbers of granulocytes, monocytes and platelets were 

comparable (Table 1). Finally, as expected, mean circulating 17~E was significantly higher 

in women than in men by 328% (P = 0.0007) (Table 1). 

2.1.5.4. Maturation of PC and EPC subpopulations differs between men and women 

Since the mean global number of specific PC, EPC and aEPC subpopulations 

diverges between sexes, we hypothesized that gender differences might also exist at various 

stages in PC or EPC maturation. As described above, maturation towards EPCs was 

defined as the acquisition of VEGF-R2 expression by PCs whereas maturation towards 

aEPCs was characterized as the acquisition of CD144+ expression by EPCs. Ratios of 

-EPCsIPCs, aEPCs/EPCs and aEPCslPCs were then calculated using CD133 and/or CD34 

as general reference markers of PCs. 

Assessment of the ratios revealed that the proportions of 1) VEGF-R2+ (EPC) cells 

within CD133+ PCs, 2) CD144+ (aEPC) cells within CD133+/VEGF-R2+ EPCs and 3) 
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VEGF-R2+/CD144+ (aEPC) cells within CD133+ PCs were, respective1y, 26% (P = 

0.0366), 15% (P = 0.0151) and 43% (P = 0.0041) significantly higher in women as 

compared to men (Figure 5A). With respect to CD133+/CD34- PC s, the fractions of 1) 

VEGF-R2+ (EPC) cells within CD133+/CD34- PCs, 2) CDl44+ (aEPC) cells within 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs and, 3) VEGF-R2+/CD144+ (aEPC) cells within 

CD133+/CD34- PCs were 25% (P = 0.0420), 14% (P = 0.0185) and 43% (P = 0.0043) 

significantly higher in women (Figure 5B). 

In contrast, the proportions of VEGF-R2+ (EPC) or VEGF-R2+/CD144+ (aEPC) 

cells within CD133+/CD34+ PCs and CD144+ (aEPC) cells within 

CD133+/CD34+NEGF-R2+ EPCs were comparable in both sexes (Figure 5C). Simi1arly, 

no gender-based differences were noted in regard to the proportions of VEGF-R2+ (EPC) 

or VEGF-R2+/CDl44+ (aEPC) cells within CD34+ PCs or CD144+ (aEPC) cells within 

CD34+NEGF-R2+ EPCs (Figure 5D). 
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2.1.6. Discussion 

Cardiovascular events in middle-aged premenopausal women are relatively rare 5. 

Nevertheless, influence of the menstrual cycle on the occurrence of cardiovascular diseases 

has already been observed. Exercise-induced and spontaneous myocardial ischemia are 

associated with low estrogen lev el in premenopausal women with coronary artery diseases 

15,16. The early phase of the menstrual cycle is associated with increased vulnerability to 

coronary events and risk of onset of acute.myocardial infarction 12,17. In addition, women 

with irregular menstrual cycles show an increased risk for non-fatal or fatal coronary artery 

diseases 18. Taken together, the se clinical data suggest that the low level of estrogen that 

occurs during menses may favor acute coronary events in premenopausal women who have 

pre-existing risk factors for coronary artery diseases. 

Estrogen exerts beneficial effects on the cardiovascular system of women. It can i) 

directly target cells comprising the vascular wall to influence the bioavailability of nitric 

oxide (NO), ii) change gene expression in vascular tissues via ERa and ER~, or iii) act 

more systemically to influence serum lipid profiles or antioxidant systems e9
, for review). 

Several of the known physiological effects of estrogen have thus been proposed to explain 

the phasic cardioprotective effects offered by menstrual cycle. Of these, effects on lipid 

profiles and antioxidant properties have been evaluated. However, neither very low-density 

lipoprotein-triglycerides nor apolipoproteinB-lOO metabolisms are affected during 

menstrual cycle 20. Furthermore, the physicochemical properties (particle size, alpha

tocopherol and fatty acyl composition) of low-density lipoproteins are not cyclically 

influenced by the menstrual cycle 21. On the other hand, the increase of serum estrogen 

concentration during menstrual cycle in healthy women results in increase coronary flow 

velocity reserve which is an index of healthy coronary micro circulation 22. NO is also 

increased at the time of ovulation in healthy women of reproductive age 23. 
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Interestingly, the requirement for NO for estrogen-induced mobilization of EPCs 

has already been noted in murine models 8. The present study also provides, for the first 

time, evidence that circulating levels of CD 1 33+/CD34-, CDI33+/CD34+ PCs, and 

CD 1 33+/CD34+NEGF-R2+ EPCs vary significantly during the menstrual cycle, in parallel 

with 17~E blood level, in healthy premenopausal women. No correlation between 17~E 

concentration and the abundance of PC or EPC subpopulations within the circulation could 

be made with our group size (data not shown). To determine if such a correlation exists, 

daily measurements of PCs, EPCs and 17~E concentration during a complete menstrual 

cycle would be necessary. Such experimental design could reveal the need for a threshold 

in 1 7~E concentration for PC or EPC mobilization or a delay in the kinetic of PC and EPC 

mobilization in regard to 17~E action. However, based on a comprehensive analysis of 

17~E action on EPC mobilization that has been suggested previously 6-8, it can still be 

proposed that 17~E acts on the mobilization of PCs and EPCs during the menstrual cycle. 

Masuda et al. have recently demonstrated an influence of the menstrual cycle on CD133+ 

and CD34+ PC levels in a restricted group of 6 premenopausal women 24. Although our 

results cannot be readily compared to theirs due to major differences in the study design, 

data collection and definition of menstrual cycle phases, the general conclusions are 

corroborating each other. The effect of 17~E could be coordinated with other known 

mobilizing factors, such as VEGF or granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) which 

have been demonstrated to be upregulated during the ovulatory phase of the menstrual 

cycle 24,25. Whether 17~E is acting alone or in combination with other factors, it remains 

that menstrual cycle influences are specific to defined PC and EPC subpopulations. This 

may reflect precise needs for the biological properties of these subpopulations during the 

endometrium vascular changes occurring throughout the menstrual cycle e6
, for review). 

This study also demonstrates that maturation of CD133+NEGF-R2+ and 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs towards respective aEPCs is influenced by the menstrual 

cycle. The graduaI diminution of aEPCIEPC ratios throughout phases high in 17~E 



87 

concentration could be attributed first, to an impact of menstrual cycle phase on maturation 

of EPCs toward aEPCs and/or secondly, to a marked increase in aEPC recruitment to the 

growing endometrial vascular capillary network known to occur at the end of the menstrual 

cycle 26. 

Globally, the finely orchestrated effects of menstrual cycle on the availability and 

maturation of PCs, EPCs, and aEPCs during phases high in 17pE certainly have a positive 

impact on the vascular health of women. Clinical data support a role for PCs and/or EPCs 

in the prevention of cardiovascular diseases. The level of circulating EPCs is positively 

associated with vascular function and negatively associated with cumulative cardiovascular 

risk factors and the severity of coronary artery diseases 3,27. In light of these data, it is 

reasonable to propose that low levels of circulating PC and EPC subpopulations during the 

phase low in 17pE (menses) influence, perhaps in conjunction with other factors, the timing 

of cardiovascular events in middle-aged women with pre-existing cardiovascular risk 

factors. This suggestion reemphasizes the close relation between endothelial dysfunction 

and cardiovascular disorders 28. The fragile equilibrium between endothelial injury and 

recovery, crucial for reducing cardiovascular events 29, might be affected during menses in 

premenopausal women suffering from atherosclerosis. Since mature ECs have limited 

regenerative capacity 30,31, low levels of PCs and EPCs during this phase of the menstrual 

cycle could alter the capacity of the endothelium to maintain its function and integrity 32. 

The specificity in which subpopulations are mobilized during menstrual cycle 

forced us to look further down at the difference in the circulating levels of PC, EPC, and 

aEPC subpopulations between healthy groups of men and women. To the best of our 

knowledge, this study is the first to demonstrate gender differences in circulating levels of 

PC, EPC and aEPC subpopulations in healthy young adults of comparable ages and with 

similar clinical characteristics and life style. Interestingly, no difference in classical 

circulating CD 133+ and CD34+ PCs was observed. Differences were only detected with 
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the use of combined cell surface markers to characterize subpopulations of PCs, EPCs and 

aEPCs, underlining the potential usefulness for this type of comprehensive approach. 

The mean number of the majority of PC, EPC and aEPC subpopulations studied 

here was found to be higher in woman than in men. 17~E was even identified as a 

predictive factor for the gender differences observed for CDI33+/CD34+ PC, 

CD133+NEGF-R2+ and CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPC subpopulations. Although not 

aIl significantly modulated by the menstrual cycle, it can still be proposed that women, via 

17~E-regulated pathways, mobilize more efficiently these specific subpopulations than 

men. Due to their possible unique biological properties, these specific subpopulations 

could give to women a vascular advantage over men. Interestingly,' differences in vascular 

regeneration potential have already been reported between different populations of PCs and 

EPCs and CD133+/CD34-NEGF-R2+ EPCs identified as a subpopulation with potent 

vasoregenerative capacities 33. Further studies will be needed to evaluate the unique in vivo 

biological properties of each PC, EPC and aEPC subpopulation circulating in women a 

process that, due to the rarity ofthe cells, will be technically challenging. 

DissiIl)ilarities in specific PCIEPC, PC/aEPC or EPC/aEPC ratios were also noted 

between sexes revealing that CD133+ and CD133+/CD34- PC maturation process towards 

mature ECs is perhaps facilitated in women. Greater availability due to positive regulation 

by 17~E and other regulatory factors, combined with differences in bioactivity of PC, EPC 

and aEPC subpopulations present, might therefore underlie gender differences in vascular 

protection. Finally, the facts that other EPC and aEPC subpopulations were highly 

represented in women compared to men and not related to the difference in levels of 17~E 

indicate that PCs, EPCs and aEPCs regulation is fundamentally different between genders 

and goes probably beyond hormone regulation. 

This study underlines a physiological role for the menstrual cycle in regulating the 

availability of specific PC and EPC subpopulations in premenopausal women. The gender 

differences in the abundance of PC, EPC and aEPC subpopulations demonstrate the 
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necessity to further investigate the specifie in vivo bioactivities of each subpopulation. 

Whether the cyclic variation influences the timing of coronary events in premenopausal 

women deserves to be investigated as such distinction will help better understand the 

vascular protection observed in premenopausal women. 
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2.1.9. Tables 

2.1.9.1. Table 1. Volunteer's clinical characteristics 

Characteristics Men (n = 10) Women(n 10) 

Age (years) 28.90± 1.94 30.80±2.27 

Age at onset ofmenarche (years) NA 12.50± 0.61 

Menstrual cycle (days) NA 27.57 ± 0.56 

17~E level (pmoUl): 

Menstrual phase NA 195 ± 50 

Pre-ovulatory phase NA 655±176a 

Mid-Iuteal phase NA 584 ±48a 

Mean Level l10 ± 12 472 ± 69b 

Weight (kg) 79.39 ± 2.95 58.73 ± 2.99b 

Height (m) 1.78 ± 0.02 1.62 ± 0.02b 

Body mass index (kglm2
) 25.15 ± 0.91 22.25 ± 1.01 b " 

Waist circumference (cm) 91.80± 2.26 81.30 ± 2.71 b 

Systolic blood pressure (mm Hg) 113.17 ± 2.36 102.62 ± 1.99b 

Diastolic blood pressure (mm Hg) 66.38 ± 1.33 64.10 ± 1.64 

Erythrocytes (x109/ml) 5.23 ± 0.13 4.31 ± 0.05b 

Granulocytes (x106/ml) 3.57 ± 0.21 3.39 ± 0.16 

Lymphocytes (x106/ml) L98±0.07 1.63 ± 0.07b 

Monocytes (x 106/m1) 0.46 ± 0.02 0.43 ± 0.03 



Platelets (x 1 06/ml) 

Glucose (mmol/l) 

Total cholesterol (mmol/l) 

High-density lipoprotein cholesterol (mmol/l) 

Low density lipoprotein cholesterol (mmol/l) 

Total cholesterol/High-density lipoprotein 

Triglycerides (mmol/l) 

Physical activities (h/week) 

A1cohol consumption (nb/week) 

Past smoking (nb) 

Family history of: 

187 ± 13 

5.13±0.l3 

4.16 ± 0.l9 

1.32 ± 0.04 

2.44 ± 0.l8 

3.19 ± 0.l9 

0.87 ± 0.09 

3.50± 1.15 

2.70 ± 0.96 

1 

Early coronary artery diseases (nb t 3 

Hypercholesterolemia (nb) 

Hypertension (nb) 

Diabetes (nb) 

Values are mean ± SEM. 

NA stands for non applicable. 

a P < 0.05 versus menstrual phase. 

b P < 0.05 versus men. 

C Men < 50 years and women < 55 years. 

3 

3 

5 

223 ± 13b 

4.79 ± 0.l0 

4.01 ± 0.26 

1.42 ± 0.08 

2.32 ± 0.20 

2.86 ± 0.18 

0.60 ± O.ll b 

2.30 ± 0.45 

2.33 ± 0.70 

1 

6 

4 

3 
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2.1.9.2. Table 2. Phenotypical characteristics of PC subpopulations and their 

corresponding EPCs or aEPCs 

PCs 

CD133+ 

CD 133+/CD34-

CD 133+/CD34+ 

CD34+ 

EPCs 

CD133+NEGF-R2+ 

CD133+/CD34-NEGF-R2+ 

CD 13 3+/CD34+/VEGF -R2+ 

CD34+/VEGF-R2+ 

aEPCs 

CD 133+/VEGF-R2+/CD 144+ 

CD 133+/CD34-/VEGF-R2+/CD 144+ 

CD 133+/CD34+NEGF -R2+/CD 144+ 

CD34+/VEGF-R2+/CDI44+ 
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2.1.10. Figure legends 

2.1.10.1. Figure 1: Menstrual cycle influences circulating levels of PC and EPC 

subpopulations. 

Number of PC, EPC and aEPC was detennined at each phase of the menstrual cycle: 

menstrual (M), pre-ovulatory (PO) and mid-Iuteal (ML) (A-H). Data are mean ± SEM; n = 

10 at each phase; *P < 0.05 for one-wayrepeated analysis of variance. 

2.1.10.2. Figure 2: Menstrual cycle influences PC and EPC maturation. 

Ratios were calculated at each phase of the menstrual cycle: menstrual (M), pre-ovulatory 

(PO), and mid-Iuteal (ML) (A-D). Data are ratio values of cells/ml ofblood; n 10 at each 

phase; *P < 0.05 for one-way repeated analysis of variance; tp < 0.05 for pairwise 

comparisons. 

2.1.10.3. Figure 3: Mean global circulating level ofPCs differs between sexes. 

PC subpopulation levels were determined three times over a month period in men and 

women. Mean global PC subpopulation quantities were compared between sexes (A-C). 

Data are mean ± SEM; n = 30 in each group; *p < 0.05 compared to men. 

2.1.10.4. Figure 4: Mean global circulating level of EPCs and aEPCs dîffers between 

sexes. 

EPC and aEPC levels were determined three times over a month period in men and women. 

Mean global subpopulation quantities (A-H) were compared between sexes. Data are mean 

± SEM; n = 30 in each group; *P < 0.05 compared to men. 
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2.1.10.5. Figure 5: Gender influences PC and EPC maturation. 

Ratios of EPCsIPCs, aEPCslEPCs and aEPCslPCs were calculated and compared between 

sexes (A-D). Data are ratio values of mean cell numbers Iml of blood; n = 30 in each 

group; * P < 0.05 compared to men. 
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2.2.2. Abstract 

The recent interest in the role of bone marrow (BM) derived endothelial progenitor 

ceUs (EPCs) in the benefits of estrogen on cardiovascular health brought us to evaluate if 

estrogen could affect cardiac repair more broadly by regulating biological processes 

involved in the functional organization of the BM stem ceU (SC) niche. To assess such 

possibility, we evaluated gene expression profiles of BM c-kit+ SCs and CD44+ stromal 

ceUs (StroCs) after exposure to a physiological concentration of l7~-estradiol (l7~E). Data 

analysis showed that l7~E altered the expression (> 1.5 fold) of 509 and 682 gene probes in 

c-kit+ SCs and CD44+ StroCs, respectively. Among them, 199 genes in c-kit+ SCs and 

283 in CD44+ StroCs were associated to biological process categories of the Gene 

Ontology classification. Within processes highly regulated by l7~E, we identified key 

factors involved in adhesion, migration, proteolysis and signaling by which l7~E 

influences physiological regulation of the functional organization of the SC niche. 

Together, our results demonstrate that estrogen benefits on cardiovascular health could 

involve other BM derived ceUs than EPCs and that this capacity of estrogen to influence the 

physiology of the BM SC niche deserves to be investigated clinicaUy. 
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2.2.3. Introduction 

Cardiovascular diseases account for about 50% of aIl deaths in industrialized 

countries 1. The loss of cardiomyocytes and the absence, or deficiency of the endogenous 

repair mechanism are the principal factors leading to heart faHure after myocardial 

infarction. Recently, in an effort to overcome these factors, stem and progenitor cells that 

emerge to have the capacity to differentiate into cardiomyocytes, vascular cells and/or 

support endogenous cardiac repair mechanisms, have been investigated as potentially 

valuable approaches to the development of novel therapeutics. 

Arnong these approaches, direct injections at sites of vascular in jury and systemic 

delivery of autologous stem/progenitor cells have generated a great interest. However, 

because cardiovascular diseases affect principally the aging population, it is probable that 

both the nurnber and function of their stem/progenitor cells are impaired with aging and its 

related pathological conditions. Improving cardiac protection and/or repair may thus reside 

in enhancing the function of endogenous stem/progenitor cells by regulating biological 

processes involved in the functional organization of the stem cell (SC) niche. 

Within the bone marrow (BM), the SC niche is a specific microenvironment where 

SCs reside and undergo self-renewal and/or differentiation. Structurally, the BM SC niche 

is formed by supporting cells, the stromal cells (StroCs), which provide physical support 

and signaling molecules essential to guide SCs in their function. StroCs include 

adipocytes, chondrocytes, endothelial cells (ECs), fibroblasts and osteoblasts, and are ail 

believed to be derived from mesenchymal stem cells (MSC) also found in BM stroma 2-4. It 

is the finely orchestrated combination of adhesion, migration, proteolysis· and signaling 

processes, which occurs at the interface between SCs and StroCs, that influences SC self

renewal, commitment, retention, mobilization and homing CS, for review). Modulating the 

biological processes involved in the niche regulatory system may thus be relevant for 

modifying stem/progenitor cell outcomes clinically. 
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Based on recent evidences, BM derived endothelial progenitor cells (EPCs) seem to 

play an important contribution to estrogen-induced cardiac repair mechanisms. Treatment 

with 17~-estradiol (17~E) enhances the mobilization and proliferation of EPCs, accelerates 

reendothelialization and attenuates neointima formation after vascular injury in murine 

models 6,7. 17~E also enhances recovery in murine myocardial infarction models by 

increasing EPC mobilization and incorporation at sites of ischemia, a mechanism involving 

estrogen receptors a and ~ (ERa, ER~) 8,9. In vitro, 17~E acts as a survival factor and 

protects EPCs against apoptosis induced by serum deprivation 7 and reduces EPC 

senescence by increasing the telomerase activity 10. Taken together, these data suggest that, 

by positive1y regulating BM derived EPC mobilization and function in cardiac repair 

mechanisms, 17~E certainly modulates biological processes involved in the functional 

organization of the SC niche. Unfortunately, 17~E physiological influences on regulatory 

mechanisms of the SC niche have not been investigated to date. 

In this study, we hypothesized that 17~E influences biological processes involved in 

the functional organization of the SC niche by regulating gene expression in BM c-kiH 

(CD117+) SCs and CD44+ StroCs. To address this hypothesis comprehensively, we 

developed a whole BM culture system that allowed cohabitation of both c-kiH SCs and 

CD44+ StroCs. Global gene expression profiles, in both cell populations following 

treatment with physiological dose of 17~E, were then determined using gene microarrays. 

We se1ected c-kit as a marker for SCs because in the adult BM, c-kit is expressed on 

hematopoietic stem cells (HSCs), EPCs and their believed common precursor, the 

hemangioblast 11-13. In addition and maybe more importantly, c-kit+ SCs derived from the 

BM can be endogenously recruited into myocardium after infarction 14. Finally, the c

kit/stem cell factor (SCF) system has been shown to be critical for HSC mobilization into 

peripheral circulation 15, a mechanism also be1ieved to be involved in EPC mobilization in 

response to tissue ischemia 16,17. The remaining stroma was se1ected based on positive 

expression of CD44 and negativity for c-kit. CD44 is a cell-surface receptor known to be 
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expressed by StroCs and MSCs, and to be essential for niche structural organization by 

binding to extracellular matrix (ECM) component such as hyaluronan and fibronectin 18. 

Such a widely expressed cell-surface receptor allowed us to avoid discrimination between 

MSCs and StroC lineages, which are all important in the regulation of SC functions. 
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2.2.4. Materials and methods 

2.2.4.1. Isolation and culture of c-kit+ SCs and CD44+ StroCs 

BM offema1e C57BL/6 mice (6-week old) was used to deve10p a who1e BM culture 

system allowing cohabitation of c-kiH SCs and CD44+ StroCs. To do so, BM cells were 

isolated by flushing out the femoral and tibial bone cavities with phosphate-buffered saline 

(PBS). These cells were then plated onto rat fibronectin (Sigma, St Louis, MO) coated 6-

well plates in complete culture medium: HPGM medium (Cambrex, East-Rutherford, NJ), 

2% fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT), 10 1lg/m1 epidermal growth factor (EGF) 

(Peprotech, Rocky Hill, NJ), 10 TJg/ml of placental derived growth factor (PDGF-BB) 

(Peprotech), and 1 % antibiotics (penicillin and streptomycin; Sigma). First medium change 

was performed four days after plating. At day 7, complete culture medium was replaced by 

an incomplete culture medium: HPGM medium, 2% fetal bovine serum, and 1 % antibiotics 

with or without l7~E (Sigma) treatment. Subsequent in complete medium changes and 

l7~E treatments, where necessary, were performed every two or three days for another 

week. The experimental protocol was approved by the animal care committee of the 

Montreal Heart Institute. 

2.2.4.2. Quantification and purification of c-kit+ SCs and CD44+ StroCs by flow 

cytometry cell sorting 

c-kiH SCs and CD44+ StroCs were quantified and positively selected from whole 

BM cell cultures using flow cytometry cell sorting. Five millions cultured BM cells were 

first incubated with normal serums and then stained with a 2-color antibody protocol: APC 

anti-mouse c-kit (BD Biosciences, Mississauga, ON, CA) and FITC anti-mouse CD44 (BD 

Biosciences). Cells were resuspended in 500 !lI sorting buffer and sorted mi F ACSV antage 

SE sorter with DiVa option (BD Biosciences) at the Maisonneuve-Rosemont Hospital 

(Montreal, Qc, CA). Purity of c-kiH SCs and CD44+ StroCs was 92% to 94% by flow 



114 

cytometry analysis using DiVa 5.0.2 analysis software (BD Biosciences). CeUs were 

maintained on ice through aU procedures. 

2.2.4.3. Microarray analysis 

The whole bone marrow of three different female C57BL/6 mice was used for 

microarray analysis. c-kit+ SC and CD44+ StroC total RNAs were extracted from ceUs 

using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's 

instructions. Microarray procedures were performed at the McGill University and Génome 

Québec Innovation Center (Montreal, Qc, CA). RNAs were quantified by nanodrop 

technology with the Nanodrop Spectrophotometer ND-IOOO (Nanadrop technologies, 

Wilmington, DE) and their quality was confirmed by gel electrophoresis. Each double 

stranded cDNA was synthesized from 50 TJg of total RNA, and in vitro transcription was 

performed to produce biotin-Iabeled cRNA using Affymetrix Two-Cycle Target Labeling 

and Control Reagent Kit (Affimetrix, Santa Clara, CA) according to the manufacturer's 

instructions. After fragmentation, 10 Ilg of cRNA was hybridized with GeneChip Mouse 

Genome 430 2.0 Array (Affimetrix) containing 34,000 genes. Genechips were then 

scanned with the GeneChip Scanner 3000 (Affimetrix). Robust Multi-array Average 

(RMA) expression values and Gene Ontology annotations (www.geneontology.org) were 

obtained with R software from Bioconductor (www.bioconductor.org). The mean of the 

three different expression values was then calculated for each gene and genes with an 

expression change of more than 1.5 fold following 17 pE treatment were then selected. 

2.2.4.4. Quantitative real-time PCR 

Quantitative real-time PCR (Q-PCR) was performed to confirm expression levels of 

RNA transcripts with sequence specific oligonucleotide primers listed in Table l, according 

to the manufacturer's instructions (Stratagene, La JoUa, CA). AU reactions were performed 

with the Mx3000P Q-PCR System (Stratagene). The data were analysed with Mxpro™ Q

PCR software version 3.00 (Strategene). The values obtained for the target gene expression 
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were normalized to Cyclophilin A and were expressed relative to the expression in 

untreated samples. 

2.2.4.5. Statistical analysis 

One-way analysis of variance (ANOVA), followed by a Bonferroni test for multiple 

comparisons was used to compare cell type proportion in whole BM cultured system. 

Paired t-tests were used to compare gene expression differences between untreated and 

17~E treated ceUs in microarray analysis. To assess the inter-rater (microarray and Q-PCR) 

reliability on the variation ratios, the intraclass correlation coefficient was calculated using 

10 selected genes. AlI analyses were done with SAS version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, 

NC) and conducted at the 0.05 significance level. 
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2.2.5. ResuUs 

2.2.5.1. 17pE modulation of whole BM culture system is cell type dependent 

We first assessed the capacity of l7~E to modulate the proportion of c-kit+ SCs or 

CD44+ StroCs in our model ofwhole BM culture system. Treatment ofwhole BM cultures 

with a physiological dose of l7~E (10-9 M; 1 week) induced a significant 49% increase in c

kit+ SC content compared with cells cultured in incomplete medium (INC) only (Figure 

IA)_ None of the other doses of l7~E used (10- 10
; 10-8 and 10-7 M), neither culture in 

complete medium (COMP), modulated significantly the proportion of c-kit+ SCs in the 

whole BM culture system (Figure lA). The sarne conditions were used to assess the 

influence of l7~E treatment on the proportion of CD44+ StroCs in the system_ Here, 

treatment with increasing dose of 1 7 ~E (10-10 to 10-7 M) for one week or complete medium 

utilization did not influence the percentage of CD44+ StroCs compared with cells cultured 

in incomplete medium only (Figure lB). 

2.2.5.2. 17~E influences gene expression profiles in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs 

Since a one-week treatment with a physiological dose of l7~E (10-9 M) influenced 

positively the proportion of c-kit+ SCs in our system without changing the one of CD44+ 

StroCs, we then assessed its capacity to modulate gene expression in both cell types. To do 

so, microarray analysis was performed using total RNAs obtained from c-kit+ SCs and 

CD44+ StroCs treated for a one-week period with a physiological dose of l7~E (10-9 M). 

Analysis of the results demonstrated that 509 and 689 gene probes were modulated (> 1.5 

fold) by treatment with 17~E in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs, respective1y (Figure 2A). 

Microarray data were deposited in NCBIs Gene Expression Omnibus (GEO), and are 

accessible through GEO series accession number GSE9098. 
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Focusing on genes linked to biological processes according to the Gene Ontology 

classification, the expression of 199 and 283 different genes has been rnodulated (> 1.5 fold) 

by treatrnent with l7~E in c-kiH SCs and CD44+ StroCs, respectively. In c-kiH SCs, the 

expression of 154 genes was up-regulated and the one of 45 genes was down-regulated 

(Figure 2B). In CD44+ StroCs, the expression of263 genes was up-regulated while the one 

of 20 genes was down-regulated under the influence of l7~E (Figure 2B). To avoid the 

presentation of an exhaustive list of rnodulated genes, only genes with a variation ratio> 1.5 

fold and a P value < 0.05 in c-kit+ SCs or those rnentioned in the discussion are listed in 

Table Il. The sarne criteria were respected to present the genes rnodulated in CD44+ 

StroCs in Table SI of supplernental data. For further information, all other rnodulated 

genes (> 1.5 fold) but with a P value> 0.05 in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs can be viewed 

respectively in Table SIl and SIII of supplernental data. 

2.2.5.3. Genes modulated by 17~E in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs are involved in 

biological processes regulating the functional organization of the SC niche 

To better interpret the global action of 17~E in c-kiH SCs and CD44+ StroCs, genes 

that expression has been modulated (> 1.5 fold) by treatrnent, were classified by biological 

process annotations using Gene Ontology classification. Globally, in c-kiH SCs, 

modulated genes were irnplicated in 198 different biological processes while in CD44+ 

StroCs, 241 different biological processes were involved. Among biological process 

categories irnplicated in l7~E action in c-kiH SC s, 23 categories were highly represented, 

regrouping 50% of 17~E global action (Table III). Sorne of the se categories were 

concordant in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs whereas others were specifie to CD44+ 

StroCs. Again here in CD44+ StroCs, 24 biological process categories were responsible for 

50% of l7~E global action (Table IV). 
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2.2.5.4. The reliability of the microarray data is confirmed by Q-PCR evalnation 

To confirm the reliability of the microarray data by Q-PCR, we arbitrarily selected 

10 genes that were present in both c-kit+ SCs and CD44+ StroCs with different levels of 

transcript abundance and microarray variation ratios. The intraclass correlation coefficient 

for c-kit+ SCs has been found to be 0.97502 and 0.87611 for CD44+ StroCs (Figure 3). 

Considering that values above 0.75 or so may be taken to represent excellent reliability 19, it 

can be stated that a strong positive relationship between microarray and Q-PCR was 

revealed. For further information, the variation ratios obtained for the selected genes with 

the Q-PCR method can be viewed in Table SIV and SV of supplemental data. 
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2.2.6. Discussion 

The model of the SC niche, that was first proposed by Schofield in 1978 20, has 

recently received greater attention in cardiovascular research. For future clinical 

applications in this field, it is crucial to understand the dynamic capability of the functional 

organization of the niche to regulate SC fate. Peripheral signaIs can influence SC fate by 

modulating the functional organization of the niche and with this study, we are able to 

conclude that 17~E is one ofthose regulatory signal. We demonstrate, for the first time, the 

ability of 17~E to increase the proportion of c-kit+ SCs in a whole BM culture system 

without influencing the proportion of the remaining stroma. This phenomenon is related to 

its capacity to influence, physiologically, the dynamism of the BM SC niche by regulating 

gene expression in both c-kit+ SCs and CD44+ StroCs. We reveal that 17~E action is 

multivalent and primarily executed via 27 different biological processes that include highly 

crucial processes known to influence the functional organization of the SC niche like: 

inflammatory response; regulation of cell cycle; apoptosis; cell proliferation; cell 

differentiation; cell growth and/or maintenance; cell adhesion, and finally chemotaxis. 

Within the Gene Ontology biological processes highly regulated by 17~E, we were able to 

identify key factors involved in adhesion, migration, proteolysis and signaling by which 

17~E influences, physiologically, the regulation of the BM SC niche function. 

17~E modulated multiple signaling pathways involved in cellular interactions, 

contributing to diverse functions of the niche. Among them, 17~E influenced the Notch 

signaling pathway by upregulating the Notch ligand, Jagged-l, in BM CD44+ StroCs. 

Notch signaling is involved in SC self-renewal and stem or progenitor ceU pools expansion 

21,22. 17~E treatment also increased the expression of vascular endothelial growth factor A 

(VEGF-A) in c-kit+ SCs. VEGF-A is vital for HSCs as it works through an intracellular 

autocrine loop to promote their survival 23. VEGF-A can also support EPC mobilization 

and induce the release of other BM growth factors such as granulocyte-macrophage colony 
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stimulating factor (GM-CSF) by BM ECs 24,25, a factor also found to be up-regulated by 

17~E in c-kit+ SCs. 17~E action on whole BM cultured ceUs reduced the expression of 

angiopoietin-like 4 (Angptl4) in c-kit+ SCs. Angptl4 belongs to the angiopoietin family. 

Under hypoxic conditions, endogenous Angptl4 accumulates in the ECM of the ischemic 

tissue and negatively regulates EC adhesion and motility 26. Within the BM, membrane 

bound Angptl4, by promoting interactions with ECM, could modulate the quiescence of 

SCs as angiopoietin 1 does through Tie2 on osteoblastic ceUs 27. Based on this function, it 

can be proposed that, by down~regulating Angptl4 in BM c-kit+ SCs, 17~E enhances their 

motility in the niche and thus reduces their quiescence. Interestingly, 17~E increased 

cyclin D2 expression in c-kit+ SCs. D-type cyclins, (cyclin Dl, D2, and D3) promote GI 

phase transition of the cell cycle, and, when overexpressed in hematopoietic progenitor 

ceUs or other cell types, shorten the time required for cell cycling, enhance their 

proliferation and ex tend their replicative life span 28.31. 

Several interleukins were also up-regulated by 17~E treatment in our whole BM 

culture system. Interleukin la (IL-la), IL-lb, IL-6 and IL-IO were aU up-regulated in c

kit+ SCs and CD44+ StroCs. IL-l a and IL-lb are recognized for their radioprotective 

actions on BM ceUs which are attributed to the release of growth factors and cytokines such 

as GM-CSF and IL-6 32-34. IL-6 influences SC self-renewal and/or commitment when 

combined with other BM ceU modulators such as SCF or thrombopoietin 35-37 and IL-IO 

has also been recently identified as a promo ter of HSC self-renewal 38 Other 

interleukin/receptor signaling pathways seem to be involved in 17~E action. Of interest, 

IL-l? receptor (IL-17r) expression was up-regulated in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs thus 

sensitizing these ceUs to IL-17 signaling. IL-l?, a T-ceU derived cytokine, induces StroCs 

to produce many cytokines and growth factors such as IL-6, IL-8 and granulocyte colony 

stimulating factor (G-CSF) and thus, indirectly promotes the capacity of StroCs to sustain 

the proliferation of CD34+ progenitor ceUs 39. IL-17 direct signaling in hematopoietic ceUs 

involves the Janus kinase-signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT) 

signaling pathway. Its complex action can promote or repress the proliferation of 
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hematopoietic ce Ils depending of the maturity of the target cell and the presence of 

secondary induced cytokines such as IL-6 40-42. 

17pE also up-regulated the expression of the transforming growth factor beta 2 

(TGF-B2) in CD44+ StroCs, a potent negative regulator of hematopoiesis 43. TGF-B2 is a 

member of the TGF-B family, a well-known anti-proliferative signaling factor. Within the 

BM, TGF-B signaling represses c-Myc expression which results in insufficient SC 

commitment and in an increase in SC BM retenti on through up-regulation of adhesion 

molecules such as N-cadherin and integrins 44. 17~E could thus increase TGF-B2 signaling 

in order to oppose negative and positive regulators of hematopoiesis and finely regulate the 

balance between SC quiescence, self-renewal, proliferation and commitment. 

In our whole BM cell culture system, 17~E influenced the expression of multiple 

adhesion molecules, essential modulators of the interactions between SCs and ECM or 

StroCs that are crucial for SC function. Adhesion molecules are involved in SC 

quiescence, self-renewal, proliferation, mobilization and homing. In our system, 17~E up

regulated integrin alpha 4 in c-kiH SCs, which is the alpha subunit of the very late antigen 

4 (VLA-4) receptor, and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAMI) in c-kiH SCs and 

CD44+ StroCs. VLA-4 interactions with VCAMI on BM StroCs help to maintain SCs in 

close proximity to StroCs 5 and both VLA-4 and VCAMI have been implicated in SC 

homing to the BM 45. AIso, cadherin 2 (N-cadherin) was up-regulated by 17PE in CD44+ 

StroCs. N-cadherin facilitates anchoring of HSCs to osteoblasts and regulates asymmetric 

division of HSCs 4,46. By upregulating adhesion molecules, 17~E certainly contributes to 

the communication at the interface between SCs and StroCs and this way, increases the 

capacity of CD44+ StroCs to sustain c-kiH SCs survival in culture, as it was demonstrated 

by ectopic expression ofN-cadherin in OP9 StroC line 27. 

The expression of many chemokines, growth factors and proteolytic enzymes, 

involved in SC homing and mobilization, varied under 17~E treatment. In our model, the 

expression ofCXCR4, the receptor for stromal derived factor-l (SDF-l), was increased by 
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17~E in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs. SDF-l is able to induce migration, survival and 

development of cells, such as HSCs, EPCs and MSCs, positive for the expression of 

CXCR4 47
,48. By increasing CXCR4 expression, l7~E could favor r~sponse of these cells 

to SDF-l and indirectly influence their survival, proliferation, mobilization and homing to 

BM or other tissues 49. Similarly, 17~E could also promote response to G-CSF since it 

increased the expression of its receptor in CD44+ StroCs. G-CSF is well-known to induce 

SC and progenitor cell mobilization and as already been widely used in clinic for SC based 

therapies eo, for review). G-CSF action has been demonstrated to be dependant on 

induction ofproteolytic enzymes such as elastase, cathepsin G, matrix metalloproteinases 2 

and 9 (MMP2 and MMP9) that are required for SCs to penetrate the BM endothelium and 

leave to the peripheral circulation 51. Cell-surface proteolytic enzymes have also been 

regulated by 17~E in our model. The expression of MMP14, better known as membrane 

type 1 MMP (MTl-MMP), was increased in c-kit+ SCs and CD44+ StroCs under 17~E 

treatment. Preliminary results demonstrate that MTI-MMP expressed by human CD34+ 

progenitor cells, is activated by SDF-l and G-CSF, and is needed for SDF-l-induced 

migration and homing 52,53. The expression ofMTl-MMP by MSCs is also important as it 

was shown to be up-regulated under hypoxic conditions and to promote their migration and 

capillary-tube formation 54. 

Taken together, this study demonstrates an active physiological role for estrogen in 

regulating the functional organization of the BM SC niche, a role that has never been 

described before. By looking at the biological processes involved in estrogen action and 

further down to specific regulated genes, we were able to define that under estrogen 

treatment, c-kit+ SCs and CD44+ StroCs acquire a gene expression profile that favors a 

more alert response to physiological or pharmacological challenges. As stated earlier, the 

future of cardiac repair and, maybe more importantly, the future of cardioprotection may lie 

in cell free-treatments to enhance the function of endogenous SCs. The ability of estrogen 

to influence SC fate by modulating the functional organization of the SC niche 

demonstrated in this study is thus of major importance in cardiovascular research. Our 
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study also identifies specifie BM molecular pathways by which estrogen most likely exerts 

its action on the functional organization of the SC niche. Since many of the molecular 

pathways involved in the functional organization of the SC niche are reiterated in the heart 

itself for repair meehanisms, the pathways, identified here to be regulated by estrogen in the 

BM, become of great signifieanee for further studies. Whether this physiological ability of 

estrogen to influence the dynamism of the SC niche could be used in clinie eertainly 

deserves to be investigated. Nevertbeless, this study reiterates that estrogen benefits on 

cardiovascular health are more multifaceted than ever and could involve other BM derived 

cells than EPCs. 
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2.2.9. Tables 

2.2.9.1. Table I. Primer pairs designed for Q-PCR 
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2.2.9.2. Table II. Genes 1) up-regulated and II) down-regulated by 17pE in c-kiH ses 

(> 1.5 fold; P value < 0.05) 
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2.2.9.3. Table III. Highly represented Gene Ontology biological processes involved in 

17pE action in c-kit+ ses 
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2.2.9.4. Table IV. Highly represented Gene Ontology biological processes involved in 

l7pE action in CD44+ StroCs 
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2.2.10. Figure legends 

2.2.10.1. Figure 1: Percentage of c-kit+ SCs and CD44+ StroCs in the whole BM 

culture system under 17pE treatment. 

Percentage (%) of c-kit+ SCs (A) and CD44+ StroCs (B) was quantified by flow cytometry 

after a 1 week culture period in incomplete medium alone (INC), in incomplete medium 

with 17pE treatment at different concentration (10-10 to 10-7 M) or in complete medium 

(COMP). Data are mean ± SEM, n 3 experiments, * P < 0.05 compared with incomplete 

medium alone. 

2.2.10.2. Figure 2: Expression profiles of c-kit+ SCs and CD44+ StroCs under l7pE 

treatment versus untreated cells. 

Gene expression profiles of c-kit+ SCs and CD44+ StroCs of untreated or 17pE treated 

cells (10-9 M; 1 week) were obtained by microarray analysis. Normalized microarray data 

are represented in (A) for both c-kit+ SCs and CD44+ StroCs (n = 3). AlI the 34,000 gene 

probes are represented in plots. The green dots represent gene probes which expression has 

been modulated > 1.5 fold by 17pE treatment and the central line represents equality in 

gene expression between 17pE treated and untreated cells. The comparison of genes 

modulated by 17~E treatment in both c-kit+ SCs and CD44+ StroCs is presented in (B). 

The number of genes associated to biological processes, according to the Gene Ontology 

classification, and modulated > 1.5 fold by 17pE treatment is indicated. The segregation of 

genes with regards to up-regulation and down-regulation is provided. 
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2.2.10.3. Figure 3: Correlation between microarray and Q-PCR variation ratio. 

Correlations ofmicroarray variation ratios with ratios obtained by Q-PCR in c-kiH SCs (A) 

and CD44+ StroCs (B) are represented. The intrac1ass correlation coefficient for each cell 

type is indicated. A strong positive relationship between microarray and Q-PCR variation 

ratios was revealed (dashed line). The central line represents equality. Data are mean 

variation ratios, n = 1 0 genes. 
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2.2.11. Figures 

2.2.11.1. Figure 1 
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2.2.11.3. Figure 3 
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2.2.12. Supplemental data 

2.2.12.1. Table SI. Genes 1) up-regulated and II) down-regulated by 17J3E in CD44+ 

StroCs (> 1.5 fold; P value < 0.05) 
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Values are variation ratios, n = 3 
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2.2.12.2. Table SIl. Genes 1) up-regulated and II) down-regulated by 17pE in c-kit+ 

ses (> 1.5 fold; P value> 0.05) 
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2.2.12.3. Table SIII. Genes 1) up-regulated and II) down-regulated by 171lE in CD44+ 

StroCs (> 1.5 fold; P value> 0.05) 



165 

<;~"~P;~{C~lIci~htdep~~~~'~~H'" "':?x\ ,""'''''''''.'' 
:~~l!>~~ydra:te rêcogn!#QIt~~oma:H~).' 
~2liç:~~~~;~~perfaIriilY.~$ill~;~f;}O 1k~W '" 



166 



167 

:histo<:()mpatibility 2, Tregi6D ./ 
Joëus:24 ..... . 



168 

~,Krup·pelfÎik~:facJ()r 7 (ubiquiï:o~s) OJ628 
·2k 



169 



170 



171 



172 

Values are variation ratios, n = 3 
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2.2.12.4. Table SIV. Validation of microarray variation ratio by quantitative RT-PCR 

for c-kit+ SCs 

Values are variation ratios, n 3 
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2.2.12.5. Table SV. Validation of microarray variation ratio by quantitative RT -PCR 

for CD44+ StroCs 

Values are variation ratios, n = 3 
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Le premier volet de ces travaux de thèse nous a permis de démontrer que le cycle 

menstruel influence le niveau et la maturité de certaines populations de progéniteurs 

endothéliaux retrouvés dans la circulation périphérique chez la femme saine non

ménopausée. De façon intéressante, il fut déterminé que la variation du niveau circulant de 

ces populations se fait en synchronisme avec celle du l7~E. De même, le processus de 

maturation de certaines populations de CEP semble être davantage influencé au cours des 

phases du cycle où le niveau sanguin de 1 7~E est élevé. 

Cette étude a également permis d'établir qu'il existe, entre les hommes et les 

femmes, des différences au niveau de la quantité et de la maturité des différentes 

populations de pro géniteurs endothéliaux retrouvés dans la circulation périphérique en dépit 

de l'âge, des caractéristiques cliniques et du style de vie comparables des sujets à l'étude. 

Lorsqu'une différence est constatée, le niveau circulant moyen des pro géniteurs est toujours 

supérieur chez la femme. Il en va de même pour le processus de maturation vers un 

phénotype endothélial qui semble toujours facilité chez cette dernière. Ces particularités 

ont permis d'identifier le l7~E comme un facteur prédicteur de la différence notée entre les 

genres pour certaines populations de cellules prog~nitrices et de CEP. 

Par la poursuite de nos recherches, nous avons démontré que le 17~E fait bel et bien 

partie des agents actifs capables de moduler l'organisation fonctionnelle de la niche des CS 

en agissant sur ces principaux constituants cellulaires, les CS et les CStro. Dans notre 

modèle de culture cellulaire de MO complète, le l7~E augmente de façon surprenante la 

proportion des CS c-kit+ sans influencer la proportion du reste du stroma. Ce phénomène 

est certainement attribuable à sa capacité d'influencer, et ce à une dose physiologique, le 

dynamisme de la niche des CS en régulant à la fois, le profil d'expression génique des CS 

c-kit+ et des CStro CD44+. L'action du l7~E es.t complexe et fait appel à différents 

processus biologiques dont certains tels la réponse inflammatoire, la régulation du cycle 

cellulaire, l'apoptose, la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, la croissance 

et/ou le maintien cellulaire, l'adhésion cellulaire et la chimiotactie, sont bien connus pour 
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influencer l'organisation fonctionnelle de la niche des CS. Nous sommes confiant de la 

pertinence des catégories ciblées dans l'action du l7~E car la plupart des processus 

biologiques fortement représentés auprès des gènes influencés par le l7~E se retrouvent 

également surreprésentés parmi tous les gènes figurant sur la micropuce (analyse 

d'enrichissement de termes ontologiques; annexe 1 et 2). Enfin, auprès de ces processus 

biologiques, nous avons identifié plusieurs facteurs clés impliqués dans l'adhésion, la 

migration, la protéolyse, et la signalisation par lesquels le l7~E influence forcément la 

régulation des fonctions de la niche des CS. 

Ici, par souci de synthèse et de rappel, les principaux facteurs clés impliqués dans 

l'organisation fonctionnelle de la niche des CS et régulés par le l7~E dans l'étude: 

Estrogen-Induced Gene Expression in Bone Marrow c-Kit+ Stem Cells and Stromal Cells: 

Identification of Specifie Biological Pro cesses Involved in the Functional Organization of 

the Stem Cell Niche, vous sont présentés sous forme d'un tableau (Tableau 2). 

Tableau 2: Facteurs clés de l'organisation fonctionnelle de la niche des cellules 

souches régulés par le 17~-estradiol. 
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VEGF-A Vascular endothelial growth factor-A; GM-CSF = Granulocyte-macrophage 
colon y stimulating factor; ANGPTL4 Angiopoietin like 4; TGF-/32 = Transforming 
growth factor-/32; VCAM-l = Vascular cellular adhesion molecule-l; G-CSF = 

Granulocyte colony stimulating factor; MTI-MMP = Membrane type-l matrix 
metalloproteinase 
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3.1. Les cellules de la moelle osseuse: une cible réelle des 

estrogènes? 

Au début de ces travaux de thèse, deux questions principales se posaient à nous: 1) 

Les CEP dérivées de la MO représentent-elles une réelle cible physiologique des 

estrogènes? et 2) L'action des estrogènes sur les principaux constituants cellulaires de la 

niche des CS influence-t-elle l'organisation fonctionnelle de cette dernière? À la lumière 

des résultats que nous avons obtenus, tout en s'appuyant sur de récentes données provenant 

de la littérature, nous croyons pouvoir affirmer que les CEP dérivées de la MO, et de façon 

encore plus globale, que l'organisation fonctionnelle de la niche des CS représentent de 

réelles cibles d'actions pour les estrogènes. 

3.1.1. Les cellules endothéliales progénitrices 

Lorsque nous avons entrepris nos projets de recherche, il ne faisait aucun doute que 

les estrogènes pouvaient, pharmacologiquement, influencer le cycle fonctionnel des CEP 
258,259 Mais pouvaient-ils le faire physiologiquement chez la femme en âge de 

reproduction? 

Le constat que les CEP représentent une cible physiologique des estrogènes nous est 

d'abord venu de la découverte de leur modulation périodique au cours du cycle menstruel 

chez la femme. Bien entendu, la démonstration d'une corrélation entre le niveau circulant 

des différentes populations de progéniteurs endothéliaux et celui du l7~E au cours du cycle 

aurait fermement soutenu notre affirmation. La taille de la population féminine étudiée 

étant trop petite, nous n'avons pu établir une telle corrélation. En revanche, nous avons 

constaté que lorsqu'altéré, le niveau circulant des progéniteurs endothéliaux est toujours 

modulé parallèlement à celui du niveau circulant de l7~E. 
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De façon intéressante, il s'avère que plusieurs données recueillies auprès d'études 

effectuées chez la femme viennent appuyer notre allégation. D'abord, il a été démontré 

qu'une hyperstimulation ovarienne visant à augmenter les niveaux plasmatiques de 17~E 

chez des femmes en processus de fécondation in vitro, est associée à une augmentation du 

niveau circulant des CEP 258. L'hormonothérapie de remplacement semble aussi moduler à 

la hausse le niveau circulant des CEP chez la femme ménopausée, en plus d'améliorer le 

potentiel de prolifération des cellules 265. De plus, tout comme nous, Masuda, H et coll. ont 

récemment constaté une régulation cyclique de la quantité et de la maturité des CEP 

retrouvées dans la circulation chez des femmes non-ménopausées, un phénomène associé à 

la variation du l7~E circulant 266. Quoique tentant, la conception expérimentale de leur 

étude et la façon dont ils ont récolté les données ne nous permettent pas de directement 

comparer les résultats qu'ils ont obtenus auprès des différentes populations de progéniteurs 

avec les nôtres. 

Une revue des recherches effectuées auprès de modèles ammaux nous a aussi 

permis de déceler certains indices pouvant indirectement appuyer notre conclusion. Chez 

la souris, l'ovariectomie est associée à une diminution du niveau de CEP dans la MO et 

dans la circulation périphérique 258. À l'inverse, un traitement au l7~E augmente de façon 

significative l'incorporation des CEP au niveau des néovaisseaux de l'endomètre de souris 

ovariectomisées 266. 

L'identification du l7~E comme facteur prédicteur de certaines des différences 

notées entre les genres auprès du niveau circulant des pro géniteurs endothéliaux, vient 

renforcer la thèse que les CEP sont de réelles cibles des estrogènes chez la femme. 

Toutefois, malgré le fait qu'il ait été démontré que les CEP expriment ERa et ER~ à leur 

surface 264,266,267, nos résultats ne nous permettent pas d'exclure qu'en conditions 

physiologiques, l'effet des estrogènes sur la mobilisation et le processus de maturation des 

progéniteurs endothéliaux se fasse indirectement par, ou encore en coopération avec 

d'autres facteurs tels que les hormones régulatrices du cycle menstruel ou encore certains 
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agents mobilisateurs (VEGF, facteur stimulant les colonies de granulocytes, hormone 

parathyroïde) connus pour être modulés lors du cycle menstruel 266,268,269. Alors que les 

effets direct et/ou indirect des hormones hypophysaires (lutéinisante et folliculostimulante) 

et de la progestérone sur la matrice osseuse ont déjà fait l'objet de plusieurs recherches 

(Révisé dans 270), peu d'informations ne nous permettent, à ce jour, d'évaluer si ces 

hormones exercent un effet quelquonque sUr la régulation cyclique des CEP chez la femme. 

En revanche, la modulation de certains agents mobilisateurs des CEP au cours du cycle 

menstruel suscite davantages d'intérêt en la question. Masuda, H et coll. se sont d'ailleurs 

questionnés sur une coopération possible entre le l7~E et le VEGF 266. Lors de leur étude, 

ils ont démontré que le niveau circulant de VEGF varie en synchronisme avec celui du 

l7~E au cours du cycle menstruel chez la fefume. Cette synchronisation pourrait mener à 

penser que la mobilisation des CEP par le l7~E n'est en fait qu'une action indirecte liée à 

la production de VEGF par l'endomètre. Cette hypothèse fut rapidement rejetée en 

démontrant que suite à un traitement au '17~E, la mobilisation des CEP chez des souris 

mâles est équivalente à celle obtenue auprès de souris femelles ovariectomisées possédant 

toujours un utérus capable de répondre aux traitements estrogéniques par une production de 

VEGF ou autres facteurs mobilisants 266. Malgré sa pertinence, ce modèle ne permet pas 

d'exclure que la coopération entre le 17~E et le VEGF soit liée à une production locale de 

ce dernier au niveau de la MO. Ceci réenforce donc l'idée que d'avantages d'études seront 

nécessaires afin de bien élucider les phénomènes de coopération possibles dans cette 

régulation cyclique des CEP chez la femme. 

3.1.2. L'organisation fonctionnelle de la niche des cellules souches 

Malgré tout l'intérêt que la communauté scientifique a porté à la caractérisation des 

effets des estrogènes sur le cycle fonctionnel des CEP au cours des dernières années, 

aucune donnée ne nous permettait d'évaluer si les estrogènes pouvaient agir plus 

globalement au niveau de la niche des CS de la MO afin de moduler son organisation 

fonctionnelle. 
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L'action bien connue des estrogènes sur l'acquisition et la préservation du capital 

minéral osseux portait déjà à croire que l'organisation fonctionnelle de la niche des CS 

représentait une cible d'action physiologique de ces derniers. Les estrogènes stimulent les 

ostéoblastes de la MO à produire différents facteurs de croissance et/ou différentes 

cytokines afin d'inhiber l'ostéoclastogenèse. À titre d'exemple, les estrogènes augmentent 

la production du facteur de croissance transformant-~ par les ostéoblastes et les cellules du 

stroma ce qui entraîne une diminution de l' ostéoclastogenèse 27I. Plus récemment, il fut 

aussi démontré que les estrogènes inhibent la différenciation et l'activité des ostéoclastes en 

augmentant la production de la protéine ostéoprotégérine par les ostéoblastes 212. 

Afin de démontrer qu'en agissant sur les principaux constituants cellulaires de la 

niche des CS les estrogènes régulent son organisation fonctionnelle, nous avons développé 

un modèle de culture cellulaire de MO complète qui permet la cohabitation des CS c-kit+ et 

des CStro CD44+. Ce système nous a permis d'étudier in vitro, dans un système isolé, 

l'action globale du l7~E. Nos travaux démontrent que le l7~E, à une dose physiologique, 

est capable de réguler à la fois le profil génétique des CS c-kit+ et des CStro CD44+ et 

différents processus biologiques impliqués dans l'organisation fonctionnel de la niche des 

CS. Vu l'importance du rôle des gènes modulés, il ne fait aucun doute pour nous que la 

niche des CS représente une cible d'action des estrogènes. 

Bien entendu, nous sommes conscients qu'il ne peut être affirmé que chacune des 

voies biologiques mises en lumière au cours de nos travaux se traduisent en une réelle 

action physiologique in vivo. En revanche, cette étude nous permet de mieux cibler les 

mécanismes par lesquels les estrogènes exercent leurs bénéfices sur le système. 

cardiovasculaire et par le fait même, de mieux orienter nos futures recherches. 
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3.2. Les cellules de la moelle osseuse: une cible réelle des 

estrogènes dans la protection cardiovasculaire? 

Est-ce que les actions exercées par les estrogènes d'abord directement sur le cycle 

fonctionnel des CEP, et ensuite plus globalement sur l'ensemble de la niche des CS, se 

traduisent en une meilleure protection cardiovasculaire chez la femme? Répondre à cette 

question n'est pas simple. 

3.2.1. Observations cliniques et épidémiologiques 

Compte tenue du rôle des CEP et de la niche des CS dans le maintien de 

l'homéostasie cardiovasculaire, les données épidémiologiques et d'observations cliniques 

recueillies au cours des dernières années nous porteraient à croire que oui. Premièrement, 

les maladies coronariennes sont extrêmement rare chez la femme en âge de reproduction 

273. En fait, il semble qu'elle court jusqu'à 4 à 5 fois moins de risques que l'homme de 

souffrir d'une ischémie avant la ménopause 274. Toutefois, lorsqu'elle en souffre, le groupe 

de Hamelin, BA et Coll. ont suggéré que le bas niveau d'estrogènes normalement retrouvé 

au début du cycle menstruel soit associé ou encore contribue à ce phénomène 275. Une 

observation qui, devant les conclusions de ces travaux de thèse, pourrait aussi être reliée au 

bas niveau circulant de progéniteurs endothéliaux retrouvés en circulation au cours de cette 

phase du cycle menstruel. 

Ensuite, même si les maladies cardiovasculaires représentent une cause de 

mortalité aussi répandue chez les hommes que chez les feinmes, leur apparition est retardée 

d'au moins 5 ans chez ces dernières 274. En revanche, les femmes ayant subi une ablation 

des ovaires ou expérimentant une ménopause naturelle en bas âge voient leur probabilité de 

souffrir d'une maladie cardiovasculaire considérablement augmentée 276. Ceci dit, cette 

probabilité est grandement atténuée par l'administration d'une hormonothérapie de 

remplacement 277, ce qui appuie plusieurs études d'observations ayant déjà suggéré qu'une 
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thérapie hormonale améliore plusieurs marqueurs de risques cardiovasculaires chez la 

femme ménopausée 278. 

3.2.2. Propriétés fonctionnelles des différentes populations de 

progéniteurs endothéliaux 

La différence perçue au niveau de la quantité et de la maturité des populations de 

progéniteurs endothéliaux entre les genres, au cours des travaux ici présentés, pourrait aussi 

contribuer à expliquer la meilleure protection vasculaire dont bénéficient les femmes avant 

la ménopause. Tel que mentionné dans l'introduction de cet ouvrage, les CEP représentent 

un groupe hétérogène de populations cellulaires auquel il est invariablement accordé une 

action vasculoprotectrice. Mais le potentiel vasculoprotecteur des CEP est-il équivalent 

entre les différentes populations? Étant donné la diversité des populations présentes en 

circulation chez l'humain, il est tout à fait possible de croire que non. 

Cependant, la rareté des pro géniteurs endothéliaux en circulation et le défi 

technique que représente la séparation des différentes populations, expliquent pourquoi 

encore aujourd'hui, peu d'informations nous permettent de bien évaluer leur réel potentiel 

vasculoprotecteur in vivo. Par contre in vitro, quelques groupes ont débuté des études 

visant à évaluer ce phénomène entre les CEP dites précoces et tardives ou encore, entre les 

CEP isolées à partir de différents sites tels que la MO, la circulation périphérique et/ou le 

cordon ombilical. Collectivement, ces études ont révélé que le potentiel angiogénique, 

vasculogénique, de réendothélialisation, et/ou de relâche de cytokines sont différents entre 

les populations de CEP dites précoces ou tardives et qu'ils sont affectés par le site d'origine 

des cellules 135,279-282. 

Les travaux de Friedrich, EB et coll. illustrent particulièrement bien ce phénomène. 

Ce groupe a établi que in vitro, les CEP CD133+/CD34-NEGFR2+ possèdent une 

meilleure capacité d'attachement et de différenciation endothéliale suite à un traitement au 
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SDF-l que les CEP CD 1 33+/CD34+NEGFR2+. Cette capacité étant entre autres, 

expliquée par une surexpression du récepteur CXCR4. In vivo, ils ont aussi fait la 

démonstration que les CEP CD133+/CD34-NEGFR2+ humaines, lorsque injectées chez 

des souris immunodéficientes, semblent être mieux équipées que les CEP 

CD 1 33+/CD34+NEGFR2+ pour adhérer et se différencier en CE matures au site de 

blessure artérielle. Ceci ayant pour effet d'augmenter leur potentiel de réendothélialisation 

et, du même coup, de contribuer à réduire la taille de la lésion 283. 

3.2.3. Cible des estrogènes dans l'organisation fonctionnelle de la niche 

des cellules souches 

Comme la plupart des processus biologiques impliqués dans l'organisation 

fonctionnelle de la niche des CS sont reproduits au niveau des mécanismes de réparation 

cardiovasculaire, il pourrait être envisagé que ceux régulés par le 17~E se traduisent en une 

meilleure efficacité du maintien de l'homéostasie cardiovasculaire chez la femme. 

À titre d'exemple au niveau de la MO, le SDF-I et son récepteur, le récepteur 

CXCR4, sont impliqués dans la survie, la prolifération, et la migration de plusieurs types 

cellulaires tels les CS et/ou leurs progéniteurs et les CStro. Par conséquent, ils occupent 

une fonction importante dans la régulation de l'organisation fonctionnelle de la niche des 

CS. En conditions d'homéostasie, le récepteur CXCR4 est à la fois exprimé par les CS et 

les CStro, ces dernières représentant la principale source de SDF-l de la MO. La 

modulation physiologique de l'expression du récepteur CXCR4 et/ou de son ligand au 

niveau de la MO, influence le processus de mobilisation des CS et autres progéniteurs vers 

la circ~lation périphérique (Révisé dans 284). 

De façon intéressante, il fut récemment démontré que le système SDF-lICXCR4 

occupe aussi un rôle important dans le recrutement des pro géniteurs endothéliaux au niveau 

de la paroi vasculaire. Tel que mentionné précédemment dans l'introduction de cette thèse, 
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l'adhésion des plaquettes à l'endothélium activé ou encore à l'espace sous endothélial, 

représente une des premières réponses à la blessure vasculaire visant à maintenir 

l'homéostasie de l'endothélium 285,286. Il fut remarqué, in vivo par immunofluorescence en 

temps réel chez la souris, que suite à leur adhésion, l'activation des plaquettes induit une 

augmentation de l'expression de surface du SDF-l et de sa relâche au niveau de la blessure 

vasculaire 287. Son interaction avec le récepteur CXCR4 des pro géniteurs dérivés de la MO 

supporte ainsi leur chimioattraction et leur recrutement primaire à la surface des plaquettes 
287 Ce contact est rapidement solidifié par l'interaction de la glycoprotéine PSGL-l 

(PSGL-l pour P-se/ectin g/ycoprotein /igand-l) exprimée par les différents progéniteurs et 

les CEP, et la P-sélectine des plaquettes 287-289. L'interaction SDF-lICXCR4 semble même 

avoir un effet positif sur la maturation endothéliale en favorisant la différenciation des 

pro géniteurs primitifs de la MO en CEP puis en CE matures au niveau de la paroi 

vasculaire 288,290,291. 

Nous avons démontré que le 17~E induit une augmentation de l'expression du 

récepteur CXCR4 chez les CS c-kit+ au niveau de la MO. Par conséquent, il serait donc 

intéressant de vérifier la pertinence de cette augmentation dans leur recrutement à la paroi 

vasculaire. Le même parallèle pourrait être fait à propos d'autres facteurs régulés par le 

17~E dans les CS c-kit+ de la MO tels le VEGF ou le facteur stimulant les colonies de 

granulocytes-macrophages. 

3.2.4. Rôle possible des progéniteurs dérivés de la moelle osseuse dans la 

pathogenèse de l'athérosclérose 

Malgré tout le potentiel bénéfique des CEP et des constituants cellulaires de la niche 

des CS sur le système cardiovasculaire, il n'en demeure pas moins que plusieurs suggèrent 

que certains pro géniteurs dérivés de la MO puissent contribuer à la pathogenèse de 

l'athérosclérose. De bien comprendre les effets néfastes possibles des estrogènes sera donc 
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essentiel afin de détenniner si leur portée globale sur les cellules de la MO se traduit en une 

meilleure protection cardiovasculaire chez la femme. 

En effet, il fut récemment suggéré que des pro géniteurs dérivés de la MO puissent 

être recrutés au site de lésion vasculaire et se différencier en CML contribuant ainsi au 

remodelage de l'artère et à la progression des lésions athérosclérotiques. En utilisant un 

modèle de transplantation de MO provenant de souris transgéniques exprimant la protéine 

fluorescente verte, Sata, M et coll. ont démontré, dans un modèle d'athérosclérose induit 

par une hyperlipidémie chez des souris ApoK/-, que près de 50% des cellules positives pour 

l'actine a du muscle lisse étaient dérivées de la MO. Ces cellules avaient un corps 

cellulaire élargi et possédaient des organelles synthétiques et sécrétoires associées à une 

diminution de leur contenu en myofilament 292. Ce phénotype est contraire au CML 

nonnalement retrouvées dans la média d'une artère saine. Les auteurs en ont conclu que 

certains pro géniteurs dérivés de la MO avaient la capacité de se différencier en cellules 

vasculaires capables de participer à la pathogenèse de l'athérosclérose. Cette participation 

active dans ce processus serait proportionnelle à la sévérité de la blessure vasculaire 293. 

Quoiqu'intéressantes, ces observations sont controversées. Plusieurs se demandent 

SI les pro géniteurs impliqués dans la fonnation de la lésion de ce modèle étaient des 

pro géniteurs à potentiel bénéfique ayant été redirigés vers un phénotype musculaire dû à 

l'environnement hostile de la lésion. Serait-il possible qu'ils représentent une nouvelle 

classe de pro géniteurs déjà prédestinés à jouer un rôle dans le remodelage vasculaire? De 

plus, plusieurs se questionnent sur la pertinence d'utiliser un modèle d'athérosclérose 

accélérée (hyperlipidémie chez des souris ApoK/-) afin d'étudier un processus de fonnation 

de lésion beaucoup plus graduel chez l 'humain qui résulte principalement de phénomènes 

s'échelonnant sur plusieurs années. Malgré le fait qu'à ce jour personne n'ait fonnellement 

identifié ce type de pro géniteurs, il est possible que la MO contienne des pro géniteurs 

vasculaires ayant des propriétés athérogéniques. De bien comprendre l'action des 



188 

estrogènes sur le devenir de ces progéniteurs sera donc un enjeu important afin de bien 

caractériser leurs actions cardioprotectrices reliées aux cellules de la MO. 

Qu'en est-il du phénomène de vascularisation de la lésion athérosclérotique? Par 

leur potentiel d'action sur la néovascularisation des tissus ischémiques chez l'adulte, 

plusieurs suggèrent que les CEP puissent aussi contribuer au phénomène de 

néovascularisation et/ou d'angiogenèse de la lésion athérosclérotique et ainsi faciliter sa 

déstabilisation. Supportant cette idée, il fut démontré dans un modèle d'allogreffe chez la 

souris, que les CE des microvaisseaux irriguant l'artère atteinte d'artériosclérose étaient, 

pour la plupart, dérivées de pro géniteurs de la MO de la souris récipiendaire 294. En 

revanche, une étude conduite chez des souris ApoE·/- a permis de ,démontrer qu'en absence 

d'ischémie, l'infusion de cellules mononuclées dérivées de la MO n'a aucun effet 

proangiogénique ou proathérogénique sur les lésions étudiées. Cependant, en présence 

d'ischémie, l'infusion de cellules augmente considérablement la taille des lésions sans 

toutefois en modifier la composition. Ceci suggère un rôle primordial des facteurs sécrétés 

en conditions ischémiques sur ce phénomène 295. Encore ici, même si plusieurs 

interrogations demeurent quant aux réelles implications des pro géniteurs de la MO dans la 

vascularisation des lésions athérosclérotiques, il serait intéressant d'étudier l'impact des 

estrogènes sur ce phénomène afin de bien caractériser leurs actions. 
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3.3. Les cellules de la moelle osseuse et les estrogènes outils de 

prévention et/ou de thérapie 

Suite aux travaux de cette thèse et ce malgré toutes les questions qui demeurent en 

suspend, il est raisonnable de proposer que sous l'effet des estrogènes, les cellules de la 

MO aient une capacité accrue à répondre aux différents stimuli physiologiques et donc 

soient mieux disposées à exercer leurs actions cardioprotectrices. Maintenant, est-ce que 

les effets protecteurs des estrogènes pourraient être utilisés pharmacologiquement pour 

maintenir la fonctionnalité des CEP chez la femme ménopausée ou encore influencer le 

succès des thérapies cellulaires cardiovasculaires impliquant les cellules de la MO ou plus 

spécifiquement les CEP? 

3.3.1. Hormonothérapie de remplacement 

À première vue, étant donné l'échec des études randomisées à démontrer un 

bénéfice cardiovasculaire quelconque de l'hormonothérapie de remplacement, il est 

difficile d'envisager qu'une telle thérapie puisse être bénéfique chez la femme ménopausée 

et ce, malgré les nouvelles données disponibles concernant les CEP. 

L'étude Heart Estrogen-progestin Replacement Study (HERS) fut la première étude 

d'envergure visant à étudier la sécurité et l'efficacité d'une hormonothérapie de 

remplacement sur les répercussions cliniques des maladies cardiovasculaires chez la femme 

ménopausée. La population étudiée a regroupée 2763 femmes souffrant de maladies 

coronanennes. Elles ont toutes été randomisées à un placebo ou une hormonothérapie de 

remplacement. L'analyse des données recueillies n'a démontré aucune différence 

statistiquement valable entre le groupe placebo et celui recevant la thérapie pour les critères 

primaires d'infarctus du myocarde non-fatal et de mort cardiovasculaire ainsi que pour 

divers critères secondaires de marqueurs de maladies cardiovasculaires pour les 4 premières 

ou la totalité des 8 années de suivi clinique. En revanche, les investigateurs de l'étude ont 
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noté une augmentation du risque d'événements thrombotiques veineux chez le groupe de 

femmes recevant l'hormonothérapie de remplacement 296,297. Les conclusions de l'étude 

HERS ne supportaient donc pas l'utilisation d'une hormonothérapie de remplacement chez 

des femmes souffrant de maladies coronariennes dans le but d'y prévenir les conséquences 

possibles. 

De façon similaire, l'étude Women's Health Initiative (WHI) n'a pu démontrer un 

bénéfice cardiovasculaire de l'hormonothérapie de remplacement en prévention primaire 

chez la femme ménopausée. Le volet de l'étude utilisant la combinaison hormonale 

estrogènes/progestérone a du être arrêté au cours de la Sièrne année du suivi face au constat 

d'une augmentation de l'incidence de cancer du sein et d'un manque de bénéfice 

cardiovasculaire certain. Quant à lui, le volet portant sur l'estrogène comme seule hormone 

de thérapie fut arrêté à la i èrnc année du suivi en absence de bénéfice cardiovasculaire et en 

présence d'une augmentation du risque de souffrir d'un cancer utérin, d'une augmentation 

du taux de saignement et de biopsie utérine et du nombre d'hystérectomie 298. Encore ici, 

les conclusions de l'étude WHI ont forcé les investigateurs à reconnaître que 

l'hormonothérapie de remplacement n'était donc pas recommandable pour prévenir le 

développement des maladies cardiovasculaires chez la femme ménopausée. 

Même s'il est plausible de croire que les bénéfices cardiovasculaires des estrogènes 

ont été surestimés dans les différentes études d'observations, plusieurs ont cherché à 

comprendre les échecs obtenus dans les études randomisées. Il semble de plus en plus 

évident que le moment où l'hormonothérapie de remplacement est initiée ainsi que le mode 

de livraison et le type d'hormones utilisées soient d'une importance cruciale. 

À titre d'exemple, les résultats de l'étude WHI ont été ré-analysés en tenant compte 

du nombre d'années s'étant écoulées entre le moment d'entrée en ménopause de la femme 

recrutée et l'initiation de l'hormonothérapie. Suite à cette analyse, il fut constaté que les 

risques coronariens avaient tendance à être moins élevés chez les femmes recevant 

l 'hormonothérapie lorsque celle-ci avait débuté au cours des dix premières années de 
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ménopause. À l'inverse, ce risque tendait à augmenter si l'hormonothérapie était débutée 

10 ans ou encore 20 ans suivant la ménopause, un phénomène qui selon les conclusions de 

l'analyse ne pouvait simplement être lié à l'âge des participantes 299. Pour expliquer ce fait, 

les auteurs se sont appuyés sur la théorie du double effet des estrogènes sur les processus 

athéroscléreux, retardant la formation des lésions par leurs actions bénéfiques sur la 

fonction endothéliale et le profil lipidique, mais favorisant les événements aigus en 

présence de lésions avancées par une action pro-coagulante 300,301. Quoi qu'il en soit, cette 

anal yse vient corroborer des données obtenues auprès de recherches effectuées chez les 

primates où l'efficacité d'une thérapie hormonale sur la progression des lésions 

athérosclérotiques s'est vue inversement reliée à la durée de la carence en estrogènes 

suivant une ovariectomie 302. 

En comparaison à l'administration par voie orale, l'administration d'estrogènes par 

voie transdermique permet d'éviter l'effet de premier passage ce qui pourrait contribuer à 

diminuer les effets délétères d'une telle thérapie. L'étude Estrogen and Thromboembolism 

Risk (ESTHER) a permis de démontrer que lorsque pris oralement, les estrogènes 

augmentent le risque d'événements thrombotiques veineux alors que la prise transdermique 

n'a que peu ou pas d'effet sur le risque de thrombose 303. Des résultats similaires ont été 

b ' d ~ , h . d h b . / b ' 304 305 D o tenus aupres e lemmes a aut rIsques e t rom oses veIlleuses et ou 0 eses ' . es 

données biologiques recueillies auprès de différentes études permettent en partie 

d'expliquer cette différence. Collectivement,ces études ont démontré que la prise orale 

d'estrogènes augmente les niveaux plasmatiques de certains facteurs pro coagulants tels le 

facteur VII; le facteur VIII, le facteur de von Willebrand, le facteur IX et le dimère-D et 

diminue le niveau de certains facteurs anticoagulants tels l'antithrombine, la protéine C et 

la protéine S chez la femme. L'administration par voie transdermique quant à elle, n'aurait 

que peu ou pas d'effet sur les processus de coagulation 306-310. De plus, il semble que 

contrairement à la prise orale, l'administration transdermique d'estrogènes n'augmente pas 

les niveaux circulants de la protéine C-réactive pouvant jouer un rôle important dans la 

progression des processus athéroscléreux 311,312. 
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Le type d'honnones utilisées au cours des différentes études d'observations et 

randomisées aurait aussi son importance quant à la divergence des résultats obtenus. 

Encore ici, les données rapportées par l'étude ESTER en sont un bon exemple. Lors de 

cette étude, il a été rapporté que la prise transdennique d'estrogènes combinée à celle des 

dérivés du 19-norpregnane était associée à un risque accru d'événements thrombotiques 

veineux. À l'inverse, lorsque administrés seuls ou en combinaison avec la progestérone ou 

la pregnane, les estrogènes semblent sécuritaires du point de vue des risques de thrombose 

3l3. Plusieurs combinaisons honnonales sont actuellement disponibles sur le marché et de 

toute évidence, il sera difficile de tester chacune d'entre elles cliniquement afin de 

déterminer leur réel potentiel bénéfique sur le système cardiovasculaire. 

Ces observations sont tout de même devenues la justification scientifique de l'étude 

Kronos Early Estrogen Prevention. Cette étude randomisée s'échelonnera sur 5 ans et a 

pour objectifs de comparer l'efficacité d'une thérapie honnonale de remplacement orale à 

celle d'une thérapie transdennique afin de prévenir la progression des processus 

th ' l' h d fi ' t' ,314 L ., lt t t a erosc ereux c ez es emmes recemmen menopausees . es premIers resu a s son 

attendus pour 2010. 

Les conclusions de ce type d'étude pourraient donc relancer tout le débat entourant 

l'honnonothérapie de remplacement et la prévention du développement des maladies 

cardiovasculaires chez la femme. À ce compte, il sera intéressant de vérifier l'effet d'une 

telle thérapie sur le cycle fonctionnel des CEP et sur l'organisation fonctionnelle de la niche 

des CS, tout deux capables d'influencer sa réussite. D'ici là, il serait pertinent et même 

nécessaire de caractériser l'effet de la ménopause sur ces deux paramètres afin d'être en 

mesure de bien évaluer l'impact qu'aurait sur eux une honnonothérapie de remplacement. 

La durée de la carence en estrogènes au cours de la ménopause pourrait entre autres 

influencer l'expression des récepteurs ERa et ER~ à la surface des CEP entraînant des 

conséquences nuisibles. La diminution de l'expression de ERa au niveau de la paroi 

artérielle s'est déjà vue associée au développement des lésions athérosclérotiques chez la 



193 

femme 315. Cette observation fut supportée par la découverte d'une hyperméthylation du 

promoteur du gène ESRl (et donc d'une diminution de la transcription de ce dernier) dans 

des échantillons de tissus vasculaires humains portant des lésions athérosclérotiques 

comparés aux tissus provenant de personnes saines 316. 

3.3.2. Thérapies cellulaires 

Des thérapies cellulaires cardiovasculaires impliquant les CEP ou les cellules de la 

MO sont présentement en développement pour dimiimer le processus de resténose suite à 

l'implantation d'une endoprothèse vasculaire et/ou préserver la fonctionnalité du muscle 

cardiaque suite à un infarctus. L'utilisation des estrogènes afin d'améliorer le rendement de 

ces thérapies semble être pour le moment, davantage accessible que ne l'est 

1 'hormonothérapie de remplacement en prévention primaire chez la femme ménopausée. 

Premièrement, dans ce contexte, l'utilisation des estrogènes pourrait aussi bien être 

avantageuse pour l'homme que pour la femme. En effet, plusieurs études ont démontré que 

les estrogènes exercent des effets cardiovasculaires bénéfiques chez les hommes. La 

découverte d'une mutation au niveau du gène ESRl codant pour ERa d'un jeune homme de 

31 ans, illustre bien ce phénomène. Cet homme présentait une substitution 

cytosine/thymidine au codon 157 de l'exon 2 au niveau de ses deux allèles. Cette transition 

résultait en un codon d'arrêt prématuré et en un récepteur non fonctionnel. Il fut 

rapidement constaté qu'il souffrait de maladie coronarienne précoce en plus de présenter un 

trouble de vasodilatation dépendant de l'endothélium dû à un manque de production de NO 

317,318. Chez les hommes recrutés dans l'étude Framingham Heart Study, il fut également 

constaté que la présence du polymorphisme ESRl PvuII augmente de l'ordre de 3 fois le 

risque d'être atteint d'un infarctus du myocarde tout en étant lié à une plus grande variation 

de la pression artérielle 319,320. 

Deuxièmement, plusieurs travaux effectués par notre laboratoire démontrent déjà 

l'immense potentiel de l'utilisation des estrogènes en prévention cardiovasculaire 
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secondaire. En effet, au cours des dernières années, nous nous sommes grandement 

intéressés aux bénéfices potentiels d'une livraison locale de l7~E sur la guérison 

vasculaire. Nous avons d'abord démontré que, lorsque livré localement au niveau de 

l'artère, le l7~E augmente de façon significative la réendothélialisation et la fonction 

endothéliale suite à une angioplastie coronaire transluminale percutanée chez le porc. Un 

effet possiblement lié à une augmentation de l'expression de la eNOS au niveau de l'artère 

321,322. Nos travaux se sont rapidement vus appuyer par l'étude Estrogen And Stents To 

Eliminate Restenosis qui a démontré que l'implantation d'une endoprothèse vasculaire à 

élution de l7~E est sécuritaire chez l'humain et associée à un faible niveau de resténose ou 

de revascularisation 323. La poursuite de nos recherches a permis de mieux caractériser les 

mécanismes impliqués dans ce phénomène. En effet nous avons établi que lorsque livré de 

façon locale, le l7~E permet de diminuer l'inflammation et d'inhiber la prolifération des 

CML tout en augmentant la réendothélialisation vasculaire. Ceci contribuant à réduire le 

développement de la resténose suite à l'implantation d'une endoprothèse vasculaire chez le 

porc 324. Dans un modèle in vivo chez le lapin, il fut même suggéré que l'action de 

l'endoprothèse à élution de 17 ~E sur la diminution de la prolifération des CML, soit 

dépendante d'une inhibition des protéines mitogéniques à activité kinase 325 ce qui vient 

appuyer les données in vitro rapportées précédemment par notre laboratoire 241. 

Devant ces observations et surtout face à une compréhension du rôle des estrogènes 

sur le cycle fonctionnel des CEP et l'organisation fonctionnelle de la niche des CS, il est 

tout à fait plausible de croire que l'utilisation des estrogènes dans le cadre des thérapies 

cellulaires cardiovasculaires impliquant les CEP ou les cellules de la MO serait bénéfique. 

Jusqu'à présent, les études de thérapies cellulaires visant à améliorer la guérison 

vasculaire ou myocardique se concentrent sur 4 stratégies principales soit 1) l'augmentation 

de la mobilisation des CEP ou autres cellules dérivées de la MO par un agent mobilisateur 

lors de l'intervention, 2) l'augmentation du recrutement des cellules au niveau de la paroi 

vasculaire à l'aide d'agents recruteurs 3) l'infusion de CEP autologues ou autres cellules 
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dérivées de la MO au site de blessure vasculaire et 4) l'infusion ou l'injection directe de 

cellules autologues au niveau de la zone à risque du muscle cardiaque (Révisé dans 326). 

Cependant, comme les maladies cardiovasculaires affectent principalement les personnes 

âgées, il est probabl~ que la fonctionnalité de leur CEP ou des autres cellules de la MO soit 

affectée par le vieillissement et les diverses pathologies auxquelles il est normalement 

associé. 

Un traitement systémique aux estrogènes pour une courte période précédant une 

intervention de revascularisation pourrait alors permettre de stimuler la niche des CS afin 

d'y augmenter la fonctionnalité des CEP et/ou d'augmenter leur niveau circulant. Il est 

aussi possible que l'augmentation de la réendothélialisation induite par une livraison locale 

de l7~E dans notre modèle de blessure vasculaire chez le porc 322,324 soit liée à une 

augmentation du recrutement des CEP et de leur différenciation endothéliale au niveau de 

la blessure. L'infusion de CEP ou autres cellules de la MO au moment de l'intervention 

pourrait, quant à elle, certainement bénéficier d'un prétraitement in vitro aux estrogènes. 

Ceci afin de faciliter leur recrutement et leur différenciation endothéliale dans le cas d'une 

revascularisation ou d'augmenter leur potentiel de vascularisation et/ou angiogénique dans 

le cas d'une ischémie. 

Ce type de stratégie fait déjà l'objet d'investigations auprès d'autres facteurs connus 

pour moduler la fonctionnalité des CEP telle SDF-l. Un seul prétraitement des CEP à 

l'aide de ce facteur a permis d'augmenter leur potentiel angiogénique in vivo en améliorant 

leur adhésion à l'endothélium activé dans un modèle d'Ischémie des membres inférieurs 

chez la souris. Cet effet est dépendant de l'augmentation des sous-unités a4 et a5 des 

intégrines et de la sécrétion de la métalloprotéinase-2 327. 



4. Conclusion 
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En conclusion, au cours de ces travaux de thèse, nous avons démontré que les CEP 

représentent une réelle cible d'actions physiologiques pour les estrogènes. Des actions qui, 

sans aucun doute, sont supportées par une modulation de l'organisation fonctionnelle de la 

niche des CS par les estrogènes. Nos études replacent donc les estrogènes au premier plan 

des régulateurs de l'homéostasie du système cardiovasculaire. Nous proposons un rôle 

actif des ces derniers dans l'association de dépendance mutuelle qui existe entre les CEP, la 

niche des CS et le maintien de cette homéostasie. 

Dans cette lancée, il sera captivant de répondre aux nombreuses questions soulevées 

par nos travaux. La caractérisation des processus biologiques régulés par les estrogènes au 

niveau du cycle fonctionnel des CEP et plus globalement, au niveau de la niche des CS, tant 

en conditions physiologiques qu'en conditions pathologiques, sera certainement le plus 

grand défi à réaliser. Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettra de 

déterminer si cette régulation résulte en une amélioration de la santé cardiovasculaire par 

les estrogènes. En plus, elle permettra peut-être d'interpréter pourquoi jusqu'à présent, les 

tentatives d'utiliser la voie de signalisation des estrogènes dans la prévention des maladies 

cardiovasculaires se sont avérées peu concluantes. La poursuite de cet objectif mènera 

certainement au développement d'outils pharmacologiques de prévention et de traitement 

mieux adaptés aux besoins des patients. Un objectif valable compte tenue de 

l'augmentation de la prévalence de l'athérosclérose et de ses complications auprès de la 

population mondiale. 
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Annexe 1: Processus biologiques de l'Ontologie Génétique 

surreprésentés sous l'influence du 17pE auprès de cellules 

souches c-kit+. 
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L'analyse d'enrichissement fut réalisée à l'aide du logiciel GOstat : 
(http://gostat.wehLedu.aul) en utilisant tous les gènes figurant sur la micropuce (Mouse 
Genome 430 2.0; Affimetrix) comme référence. Un test de Fisher est utilisé afin de 
déterminer si les différences observées sont significatives ou non. Suite à une correction de 
Benjamini pour le taux de fausses découvertes, les catégories dont la valeur de P < 0,01 
sont retenues. Les résultats sont présentés en ordre croissant suivant la numérotation de 
l'Ontologie Génétique. 
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Annexe 2 : Processus biologiques de l'Ontologie Génétique 

surreprésentés sous l'influence du 17pE auprès de cellules 

stromales CD44+. 
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L'analyse d'enrichissement fut réalisée à l'aide du logiciel GOstat: 
(http://gostat.wehi.edu.aul) en utilisant tous les gènes figurant sur la micropuce (Mouse 
Genome 430 2.0; Affimetrix) comme référence. Un test de Fisher est utilisé afin de 
déterminer si les différences observées sont significatives ou non. Suite à une correction de 
Benjamini pour le taux de fausses découvertes, les catégories dont la valeur de P < 0,01 
sont retenues. Les résultats sont présentés en ordre croissant suivant la numérotation de 
l'Ontologie Génétique. ' 




