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A. L’endothélium

A.1. L’endothélium : constituant du vaisseau

A.1.1. Structure de I’arbre vasculaire

Les vaisseaux sanguins sont présents dans l'ensemble de notre organisme,
formant un réseau appelé « arbre vasculaire ». Cet arbre va permettre la circulation du
sang oxygéné du coeur vers les autres organes puis retourne le sang pauvre en oxygene
etriche en CO; vers le cceur puis le poumon (Figure 1).

Bien plus qu’'un simple réseau de tuyauterie, cet arbre vasculaire a de nombreux
roles physiologiques. Il est possible d’identifier trois grands groupes de vaisseaux: les
vaisseaux de la macro-circulation artérielle, de la macro-circulation veineuse et de la
microcirculation. Bien qu'ayant des caractéristiques communes, ces vaisseaux
présentent des différences du point de vue structural et fonctionnel selon leur réle et

leur localisation dans le corps.

Cerveau

Poumons

Coeur

Autres
organes

Figure 1 : Arbre Vasculaire chez ’homme
Présentation dans 1’organisme et schéma de circulation
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A.1.2. Les Arteres

Les arteres constituent un réseau arborescent. Les parois de ces vaisseaux sont
épaisses, élastiques et pourvues d’'une couche musculaire. Les artéres sont composées
de trois couches concentriques de cellules 27° (Figure 2) :

* L’adventice : couche la plus externe, constituée de fibres de collagene, d’élastine
et d’adipocytes.

* Lamédia: composée de cellules musculaires lisses (plus ou moins abondantes en
fonction du diametre du vaisseau), de collagene et d’élastine. Cette couche est
limitée par deux limitantes élastiques, 'une interne, 'autre externe.

* L’intima: constituée d’'un monocouche de cellules endothéliales reposant sur une
lame basale et un tissu conjonctif lache. Ce sont ces cellules qui vont étre en

contact direct avec le sang circulant.

Tissu conjonctif ], dvent]
et fibres musculaires ntice

Limitante élastique
externe Media

Cellules musculaires

—

Limitante élastique
interne

Intima Tissu conjonctif

Endotélium :

unique couche

de cellules dans

[ la lumiére de l'artére

Figure 2 : Structure des arteres (issue de Sanofi-aventis)
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Le rdle principal des arteres est de distribuer le sang éjecté a haute pression par le coeur
vers la périphérie du corps. Elles ont donc trois grandes fonctions :

. Elles amortissent les oscillations de pression et de débit dues aux

battements cardiaques pour régulariser I'’écoulement dans les capillaires

. Elles canalisent le sang oxygéné

. Elles le poussent vers les artérioles
Pour parvenir a cela, elles ont une capacité de contraction/dilatation régulée grace a des
systéemes hormonaux et nerveux. Elles jouent un réle essentiel dans le maintien de la
pression sanguine. Grace a la couche de cellules musculaires lisses, elles modulent 1'état
de tension du vaisseau et régulent de ce fait la pression artérielle. Ces vaisseaux sont
aussi le siege de diverses pathologies, en particulier I'athérosclérose (décrite plus en
détail en fin de chapitre). Il existe deux types d’artere : les arteres de conductance, de
gros calibre et dont le role est essentiellement hydraulique ; les artéres de résistance, qui
régulent la distribution sanguine en volume et pression au niveau des capillaires.

Les arteres peuvent également étre distinguées en arteres systémiques qui

transportent le sang riche en oxygene vers la périphérie et en artéres pulmonaires qui

transportent le sang pauvre en oxygene vers la microcirculation des poumons.
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A.1.3. Les capillaires

Ces vaisseaux sont la continuité du réseau artériel dans un sens et le début du
réseau veineux dans l'autre sens si I'on suit la circulation sanguine. Ce sont les plus
petits vaisseaux de I'organisme avec un diametre aux alentours de 10um.

La paroi des capillaires est composée d'une monocouche de cellules endothéliales
entourée d’'une membrane basale (Figure 3). En fonction de la structure du réseau
endothélial, on peut distinguer trois types de capillaires :

. les capillaires continus, dont les cellules endothéliales sont jointives ; ils

sont présents dans les muscles, les tissus conjonctifs et les poumons.

. les capillaires fénestrés, dont 'endothélium présente des pores de 70nm ;

ils sont présents dans l'intestin gréle, les reins et le cerveau.

. les capillaires sinusoides, ou I'’endothélium présente des pores de 1a 3um ;

la membrane basale est parfois absente ; ils sont présents dans le foie, la rate et

les os.

Artériole
Capillaire

Cellule
musculaire
lisse

Péricyte

Figure 3 : Structure des capillaires

De par leur structure, ces vaisseaux sont souples et élastiques mais également fragiles.
On retrouve également le long de ces capillaires les péricytes qui entourent le vaisseau
par des prolongements circonférentiels. Les péricytes ont la capacité de se contracter ce
qui leur permet d’intervenir dans le débit sanguin des capillaires. Ils jouent également

un role de stabilisateur du vaisseau, participent a la perméabilité et a 'angiogeneése.
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A.1.4. Les veines

Les veines canalisent le retour du sang au cceur. Elles ont un plus grand diametre
interne que les arteres qui leur correspondent. Chez les mammiféres, environ 50% du
volume total du sang est contenu dans les veines, ce qui leur donnent un role de
stockage du sang. De plus, les pressions appliquées sont 90% moins importantes que la

pression artérielle.

Valvule

Tunique externe
(ou adventice)
faite de fibres
de collagéne

Fibres!

musculaires

Tunique moyenne Fibres

d'élastine
Endothélium
(mince couche
de cellules

‘recouvrant la paroi
interne de la veine)

Figure 4 : Structure des veines (issue de Sanofi-aventis)

Tout comme les arteres, les veines sont composées de trois couches : adventice,
média et intima. Il n’y a pas de limitante élastique contrairement aux arteres, cependant
les veines contiennent des valvules qui imposent le sens de circulation du sang et
empéchent les retours (Figure 4). De plus, les parois des veines sont plus fines,
contiennent moins de cellules musculaires lisses, et moins de fibres de collagene que de
fibres élastiques. De ce fait, les veines peuvent subir des étirements importants, elles
sont plus élastiques que les arteres, leur compliance (capacité d’augmentation du

diametre pour une pression donnée) est également plus importante que les arteres.
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A.2. La physiologie de I'endothélium

L’endothélium vasculaire n’est pas une simple barriere anatomique entre le sang
circulant et les cellules musculaires lisses, il joue un role important dans la régulation de
différents parametres physiologiques comme I’hémostase, le transport des métabolites,
I'angiogéneése et le controle du tonus vasculaire 490, Quel que soit le diameétre de la paroi,
il y a toujours une seule couche de cellules endothéliales. Histologiquement,
I'endothélium constitue 1% de la masse corporelle totale et couvre une surface estimée
a 28 m? pour les artéres et de 280 m?* pour la microcirculation?!. Les cellules
endothéliales sont tres hétérogenes du point de vue de leur phénotype en fonction de
leur localisation dans l'arbre vasculaire. De maniere générale, les cellules endothéliales
sont de forme aplatie d’environ 2um d’épaisseur 8°. Elles possedent également de
nombreuses organelles caractéristiques d'une cellule sécrétrice.

L’hétérogénéité morphologique de l'’endothélium peut étre illustrée par la
comparaison des endothéliums capillaires et artériels. L’endothélium capillaire est tres
perméable avec des pores allant de 70nm a 3mm. De plus, une cellule endothéliale
couvre a elle seule la périphérie du vaisseau formant ainsi un tube dans lequel le sang
circule. Enfin ces cellules sont particulierement riches en cavéoles 393. Ces structures
membranaires sont riches en cholestérol, en glycosphingolipides/sphingomyeline, et en
protéines dont la cavéoline, elles participent entre autre au transport de grosses
molécules a travers la paroi. Les cellules endothéliales artérielles, quant a elles,
présentent une organisation pavimenteuse sur la paroi artérielle. La physionomie exacte
de la cellule (prismatique ou fusiforme) dépendra essentiellement des contraintes de
cisaillement appliquées localement (voir chapitre suivant). Leur perméabilité est faible

et elles présentent peu de cavéoles 104,

A.2.1. Fonction 1 : control du tonus artériel

Le tonus artériel est I'état de contraction ou de relachement de la paroi
musculaire des arteres. Il existe différents mécanismes qui régulent la balance entre
vasoconstriction et vasodilatation (Figure 5).

Les signaux permettant une contraction ou un relachement peuvent provenir

de I'adventice ou de l'intima 140. Les signaux provenant de I'adventice sont surtout
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vasoconstricteurs (catécholamine, angiotensine II). Les signaux issus du flux
sanguin ou de la cellule endothéliale sont divers et peuvent étre vasoconstricteurs
ou vasodilatateurs. La cellule endothéliale en elle-méme produit la plupart de ces
facteurs suite a différentes stimulations.

. la prostacycline PGI;:

Cette molécule est un agent vasodilatateur découvert en 1976 33. Il est
synthétisé au niveau endothélial par la cyclo-oxygenase-1 (COX-1). Les
phospholipides membranaires vont étre utilisés par la phospholipase Az (PLA2)
pour produire de I'acide arachidonique substrat de la COX-1 172. La production de
prostacycline est activée par 'hypoxie, les contraintes de cisaillement ainsi que par
la bradykinine, I'histamine et la thrombine. Elle est également dépendante de la
concentration intracellulaire de calcium. Au niveau des cellules musculaires lisses, la
prostacycline va se fixer sur son récepteur a 7 domaines transmembranaires,
augmenter la production d’AMP cyclique conduisant a une activité de la PKA
induisant une relaxation 368. En plus de son effet vasodilatateur, elle est également
inhibitrice de I'agrégation plaquettaire aussi bien sur les cellules endothéliales que
musculaires lisses 178218, elle a une action anti-thrombotique 43° et anti-proliferative
au niveau des cellules musculaires lisses 306357,

. le monoxyde d’azote (NO) :

Le NO est un vasodilatateur connu depuis 1980 146 mais alors seulement
identifié comme “facteur de relaxation dérivé de I'’endothélium” (EDRF). Le NO, la
molécule responsable des effets observés, sera seulement identifié en 1986 332, Il est
synthétisé par l'oxyde nitrique synthétase (NOS) a partir de la L-arginine selon les
réactions suivantes :

L-Arginine + NADPH + H* + O, — NOHLA + NADP* + H,O
NOHLA + %2 NADPH + % H* + O, — L-Citrulline + %2 NADP* + NO + H,O

Cette réaction nécessite un cofacteur essentiel, la tétrahydrobioptérine (BH4).
La citrulline, produite en méme temps que le NO, peut étre recyclée en L-arginine au
niveau cellulaire. La L-arginine provient donc a la fois d’'un renouvellement et d’'un
apport exogene par I'alimentation.

Il existe différents types de NOS : la NOS endothéliale et la NOS neuronale (NOS
3 et 1) exprimées de maniére constitutive et activable de maniere calcium

dépendante; et la NOS inductible (NOS 2) produite uniquement sous certains
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stimuli et produisant du NO de maniére constitutive.

La NOS endothéliale (eNOS) est la forme exprimée principalement dans les
cellules endothéliales. Elle peut étre modulée au niveau de son activité 46:62 et de son
expression 19 par différents facteurs comme des molécules circulantes (bradykinine,
thrombine, sérotonine...) ou par des co-facteurs. L’activation de cette NOS peut étre
dépendante ou indépendante du calcium. L’activation indépendante du calcium est
meédiée par les contraintes de cisaillement et sera présentée dans le chapitre dédié a
la mécanotransduction. Brievement, dans des conditions d’augmentation du calcium
intracellulaire, la eNOS préalablement associée a la cavéoline au repos va se
dissocier pour se lier au complexe Ca?*/Calmoduline et a Hsp90 pour étre
phosphorylée et devenir active 138.

Le NO a différents roles en plus de son effet vasodilatateur, il limite la
migration et la prolifération des cellules musculaires lisses, diminue également la
synthese de protéines de matrice 343, limite 'adhésion plaquettaire et leucocytaire
ainsi que l'agrégation plaquettaire. Dans le lumen, le NO joue également un role

dans la fluidité du sang 343.

. les dérivés du métabolisme de I'acide arachidonique :

L’acide arachidonique peut étre transformé en prostaglandine H, (PGH3) par la
COX-1 en plus de la formation de PGI; 172. La PGHz, le thromboxane A2 (produit
dérivé des PGH?) et les endopéroxydes (métabolites intermédiaires) ont une action
vasoconstrictrice 20192, [l faut cependant noter que dans les conditions
physiologiques, la production de ces agents est moins importante que la production
de PGI; par la COX-1. Ainsi I'effet de ces facteurs n’est pas visible en comparaison
aux effets vasorelaxant du NO et de la PGI;. Bien que connue pour son role
vasorelaxant, la PGI> est également capable d’induire la contraction des cellules
musculaires lisses 229323, Cela est dii a I'interaction (faible mais existante) de la PGI;
avec le récepteur au thromboxane présent sur les cellules musculaires lisses, la

contraction induite est de faible amplitude et de courte durée 155.

. I’endothéline (ET1) :
Ce peptide est I'un des plus puissants vasoconstricteurs endogénes connus.

L’endothéline existe sous 3 isoformes (ET1 a ET3) mais seule ET1 joue un role dans
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le tonus vasculaire 297 permettant le maintien du tonus basal. La production d’ET1
est augmentée par des stimuli pro-inflammatoires comme l'interleukine (IL)-1 ou la
thrombine mais aussi par I'adrénaline, la vasopressine ou encore les catécholamines
342435 1’ET1 peut se lier a deux récepteurs : ETa ou ETg. ETa et ETg, exprimés au
niveau de la cellule musculaire lisse, ont un role vasoconstricteur. ETg, présent au
niveau de la cellule endothéliale a un role vasodilatateur car il induit la production
de NO et de PGI> localement 254 et peut permettre une relaxation transitoire du

vaisseau.

. les especes réactives de I'oxygene (ROS) :

Les ROS sont produits par différentes enzymes dans la cellule endothéliale : les
NOS, la xanthine oxydase, la NADPH oxydase ou encore la COX suite a différentes
stimulations telles que le cisaillement endothélial ou la bradykinine **°. Toutes ces
enzymes conduisent a la production de H,O, et de O, *'**'. Ces ROS vont alors
interagir avec le NO et former des péroxynitrites ; il se produit alors une perte de la
biodisponibilité du NO, réduisant ainsi ses effets vasorelaxants **2**. Ces ROS peuvent

. . . . . 2
aussi avoir un effet contractant direct sur les cellules musculaires lisses 2%,

Figure 5 : Les différents agents vasoconstricteur et vasodilatateurs produits par 'endothélium
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A.2.2. Fonction 2 : maintien de ’hémostase

L'hémostase peut étre définie comme l'ensemble des mécanismes qui
concourent a maintenir le sang a 1'état fluide a l'intérieur des vaisseaux, soit arréter

les hémorragies et empécher les thromboses 129373,

On distingue classiquement trois temps :

Premierement, 'hémostase primaire ferme la breche vasculaire par un "thrombus
blanc". Puis la coagulation consolide ce premier thrombus en formant un réseau de
fibrines emprisonnant des globules rouges (thrombus rouge). Enfin, la fibrinolyse
permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension.

L’endothélium participe activement a cette hémostase, tout d’abord en
empéchant la formation de caillot dans les vaisseaux en condition physiologique
puis en activant la cascade de coagulation lorsque la paroi est 1ésée.

En conditions normales, 1'endothélium est doté de propriétés anti-plaquettaires,
anti-thrombotiques et pro-fibrinolytiques et inhibe 1'agrégation plaquettaire grace
notamment a son intégrité et a la sécrétion de prostacycline (qui est un puissant
agent inhibiteur de l'agrégation plaquettaire en plus d'étre vasodilatateur et anti-
thrombotique). La cellule endothéliale saine exprime aussi sur sa membrane la
thrombomoduline qui s'oppose a la formation de thrombine.

Apres lésion, les cellules endothéliales expriment un facteur d'adhérence pour les
plaquettes : le facteur Von Willebrand (vWf) qui va assurer l'interaction entre les
plaquettes et la paroi du vaisseau 1ésé. L’endothélium exprime aussi le facteur

tissulaire amorcant la formation de thrombine.

De plus, les cellules endothéliales interviennent aussi dans le dernier
processus d’hémostase : la fibrinolyse. La dissolution du caillot est prise en charge
majoritairement par la plasmine, une enzyme présente dans le sang sous forme de
plasminogene. Deux facteurs endothéliaux induisent la transformation du
plasminogene en plasmine : le tPA (activateur tissulaire de plasminogene) et I'uPA
(urokinase). Le tPA est faiblement exprimé a l'état basal, sa synthése est augmentée
plusieurs jours apres le début de la lésion. La plasmine ainsi produite détruit la

fibrine et dissocie la matrice extra-cellulaire permettant une dégradation du caillot.
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La cellule endothéliale produit également les protéines PAI-1 et PAI-2 (inhibiteur de
'activateur du plasminogene) permettant de stopper l'action de tPA. Cela permet

d’avoir une balance de régulation fine de la lyse au niveau local.

A.2.3. Fonction 3 : Diapédese leucocytaire

La diapédese est le mécanisme par lequel un leucocyte traverse la couche
endothéliale d’'un vaisseau pour rejoindre le lieu de l'inflammation 278, Ce
mécanisme a lieu en réponse a des signaux pro-inflammatoires qui vont non
seulement étre percus par les leucocytes mais qui vont également activer
I’endothélium permettant I’'expression de molécules d’adhésion a leur surface dont
les sélectines, les intégrines et les molécules d’adhésion cellulaire (CAM). Cela
permettra la reconnaissance entre les cellules endothéliales et les leucocytes, puis le
roulement (selectines) et 'adhésion (intégrines), enfin le leucocyte transmigrera a
travers la barriere endothéliale. Chaque étape est sous le controle spécifique d’'une
ou de l'association de plusieurs de ces molécules.

La transmigration peut se faire de deux manieres : soit le leucocyte s’extravase
au niveau des jonctions cellulaires grace a la dissociation locale et temporaire du
systeme de jonction (migration paracellulaire), soit le leucocyte traverse la cellule
endothéliale grace a 'ouverture d’'un « trou » au niveau du cytoplasme (migration
transcellulaire). Ces deux phénomenes utilisent des molécules communes (PECAM,
ICAM1, CD99) mais aussi des molécules spécifiques comme JAM-A, impliquées

uniquement dans la migration paracellulaire 248.
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A.3. L’endothélium : senseur mécanique du vaisseau

Le flux sanguin génere trois types de forces hémodynamiques sur les
vaisseaux : la pression, I'étirement cyclique et les contraintes de cisaillement.

Les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses sont « équipées »
pour traduire ces signaux extérieurs en messages intracellulaires permettant une
réponse aussi bien cellulaire que tissulaire et différente en fonction du temps
d’exposition aux stimuli. Les cellules musculaires lisses, elles, sont uniquement

capables de ressentir la pression et I'étirement.

A.3.1. Cellules endothéliales et étirement cyclique

Tout d’abord, il est important de noter que les cellules endothéliales peuvent
étre soumises a deux sortes d’étirements cycliques : I'étirement di a la pression et a
la pulsatilité du sang se produisant dans les gros vaisseaux et I’étirement cyclique

di a la respiration, ce dernier affecte uniquement les cellules endothéliales

pulmonaires mais joue un réle majeur dans sa physiologie et sa physiopathologie.

Physiquement, I'étirement des cellules résulte d'une augmentation de la
tension pariétale basale appliquée sur le vaisseau en réponse a une augmentation de
pression transmurale (différence de pression entre l'intérieur et I'extérieur du

vaisseau). La tension pariétale peut étre calculée grace a la loi de Laplace :

T = (Pi-Pe) xR

Ou « T » est la tension pariétale, « Pi » la pression interne, « Pe » la pression externe
et « R» le rayon du vaisseau. Il est a noter que la tension pariétale, nécessaire au
maintien d’'une pression transmurale donnée, augmente avec le rayon de courbure
de la paroi 251. Cet étirement est ressenti aussi bien par les cellules musculaires
lisses que par les cellules endothéliales. Au niveau systémique, I'étirement ne va pas
au dela de 10-12% de la taille de la cellule. Différentes modifications physiologiques
ou pathologiques vont pouvoir augmenter cet étirement jusqu'a 60% de maniere

transitoire ou prolongée.
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Etirement physiologique :

L’étirement physiologique va permettre un alignement des cellules
musculaires lisses perpendiculairement par rapport au sens de I'étirement, sens
propice pour l'efficacité maximale de contraction du vaisseau 372. Au niveau des
cellules musculaires lisses, I'étirement physiologique permet également de
maintenir le profil contractile des cellules 3¢, 1a production de collagene 127 et limite
la prolifération en stoppant le cycle cellulaire 17°.

Au niveau endothélial, cet étirement a un effet anti-apoptotique ?240. La
barriere endothéliale est également renforcée, 1'étirement induit Ila
déphosphorylation de 'occludine par l'intermédiaire de différentes kinases dont
PKC9, ceci augmente l'association des jonctions serrées °2. De plus, il active
sélectivement les petites GTPases Rac ce qui conduit a un déplacement de I'actine

polymérisée vers la périphérie et a une augmentation de I'actine corticale 37.

Etirement pathologique :

Les conséquences d'un étirement pathologique sont multiples 215, L'effet de
I'étirement cyclique excessif a été bien étudié dans les cellules musculaires lisses
(Figure 6), ces dernieres vont percevoir I'étirement grace a la protéine FAK (focale
adhésion kinase) et aux intégrines qui vont activer différentes MAPK (« mitogen-
associated protein kinases ») conduisant a une prolifération et a une augmentation
de la synthese de fibronectine et de la métalloprotéinase MMP9 notamment
222425426 [,a production d’especes réactives de l'oxygene, de TGF- 1 et de VEGF
(facteur de croissance endothélial vasculaire) est également augmentée 256
conduisant a une prolifération des cellules musculaires lisses 317. De plus,
I'expression de protéines contractiles et du cytosquelette est aussi augmentée (par
exemple : la « myosin light chain » kinase, la protéine « smooth muscle myosin
heavy chains » et la desmine) 38366367 ainsi que l'expression du récepteur a la
thrombine, PAR-1 283, Enfin, un étirement excessif augmente 1'oxydation des LDL par
les cellules musculaires lisses 1.

Au niveau endothélial, les effets d’'un étirement excessif sont plus divers
(Figure 6). Premierement, I'étirement cyclique peut modifier le contrdle des cellules
endothéliales sur la prolifération des cellules musculaires lisses 2%. Il conduit a la

production de différentes protéines, en particulier des metalloprotéases MMP-14 et
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-2 suite a l'activation de JNK (« c-jun N-terminal kinase »), ainsi que de la plasmine
et de l'élastase qui participent au détachement et a l'apoptose des cellules
endothéliales 268412, En l'absence de contraintes de cisaillement lié au flux,
I'étirement des cellules endothéliales conduit a une réorganisation des fibres de
stress intracellulaires perpendiculairement au vaisseau ce qui provoque une perte
de la dilation dépendante de I'’endothélium 365 et une augmentation de la
perméabilité 37. Cette formation de fibres de stress est liée a I'activation des petites
GTPases Rho et non plus de Rac 314437, Cet étirement régule également I'expression
génique au sein des cellules conduisant par exemple a la modulation de protéines
comme les ZIP kinases ayant pour conséquence une augmentation de la
perméabilité endothéliale au niveau pulmonaire 37, mais aussi a 'expression de
facteurs pro-inflammatoires comme I'IL-8, le TGF, le VEGF, ou encore MCP-1 432446,

L’'induction de tous ces parametres concourt a la dysfonction endothéliale
observée dans différentes pathologies comme I'’hypertension ou I'cedéme

pulmonaire.

Mécanismes d’action :

L’étirement va moduler ces différents parametres par l'activation de voies
spécifiques passant par de nombreuses kinases et facteurs de transcription. En
particulier, 'étirement provoque la production de ROS aussi bien dans les cellules
musculaires lisses 190 que dans les cellules endothéliales 257 (Figure 6). Cette
production est médiée par plusieurs effecteurs: La NADPH oxydase 257, les
mitochondries 1! ou encore la xanthine oxydase 2.

Au niveau de la cellule musculaire lisse, de nombreux effets déléteres de
I'étirement excessif peuvent étre contrecarrés par un traitement antioxydant:
'activation de NFkB, la production de métalloprotéinases, I'oxydation des LDL. De
plus la production de ROS par la NADPH induite par l’étirement conduit a
'activation de p38 MAP (« mitogen associated protein ») kinase et JNK (« c-jun N-
terminal kinase ») perturbant I'alignement a 90° par rapport au sens d’étirement 7.

Au niveau endothélial, alors qu'un étirement physiologique va induire la
production de NO par activation de la voie PI3K/Akt/eNOS 214, I'étirement
pathologique induit 'activation de la xanthine oxydase par le biais de p38 et

ERK1/2 MAP kinase, augmentant la production de ROS 2. Enfin, les mitochondries
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semblent également jouer un réle de senseur de l'étirement par le biais du
cytosquelette, libérant alors des ROS dans le cytosol 1 qui vont pouvoir activer la
kinase d’adhésion focal (FAK) puis la protéine kinase C (PKC). L’activation de
NADPH oxydase et la production de ROS vont également augmenter la production

de VEGF et ainsi moduler la perméabilité endothéliale 256.

~ Etirement pathologique ~
ROS
— Expression générique
Y I Y l l Y
Réponse au stress  Facteurs de croissance Cytokines
HO-1, MT, HSP PDGF, VEGF, EGFR TNFa, K1, IL6

l l

Modifications vasculaires

Cellules endothéliales Cellules musculaires lisses

- cytokines - prolifération

- remodelage cytosquelette : :
- perméabilité - migration

P - production MMP, matrice
- apoptose

extracellulaire

- molécule d’adhésion .
- remodelage vasculaire

- angiogénése

Figure 6 : Effets de I’étirement excessif au niveau vasculaire (adapté de Birukov 200935)
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A.3.2. Cellules endothéliales et contraintes de cisaillement

Contrairement a I'étirement, la contrainte de cisaillement exercé par le sang
circulant est, elle, ressentie majoritairement par les cellules endothéliales. Ces dernieres
sont donc spécialisées dans la perception de cette force. Les cellules musculaires lisses
comme les fibroblastes ne vont pas percevoir le flux di au sang circulant mais percevoir
un flux interstitiel transmural qui variera selon I'intégrité du vaisseau3?3. La contrainte
de cisaillement correspond aux forces frictionnelles exercées par le flux sanguin contre
la paroi vasculaire. Elle est déterminée par le débit (Q) et la viscosité (u) du sang ainsi

que par le rayon (r) du vaisseau selon la loi de Poiseuille (pour un flux laminaire) :

T=4pQ/mr3

La valeur moyenne de cette contrainte, dans une portion droite de vaisseau est
comprise entre 1 et 2 Pa, soit 10 et 20 dyn/cm? (chez I'homme)!16. Il est a noter que
pour un flux pulsatile la formule prendra en compte la fréquence des pulses. Une
variation de diametre du vaisseau entrainera de grands changements de contrainte de
cisaillement. De méme, la viscosité du liquide modulera directement cette force. Dans le
sang, le facteur majeur modulant la viscosité est la concentration en globules rouges. En
conséquence cette contrainte est le senseur idéal des modifications physiques et
hématologiques du vaisseau.

En condition physiologique de fortes contraintes de cisaillement, les cellules
endothéliales adoptent une morphologie particuliere, elles s’allongent et s’alignent dans
la direction du flux. En condition de faibles contraintes de cisaillement (flux faible ou

oscillant), elle perdent cette capacité d’alignement 32° (Figure 7).

x
=
fortes contraintes faibles contraintes
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Figure 7 : Cellules endothéliales soumises a différentes contraintes de cisaillement (physiologiques ou non)
Cellules endothéliales (« Human Umbilical Vein Endothelial Cells ») soumises a des contraintes de
cisaillement de 20dyn/cm2 (fortes contraintes) ou de 2dyn/cm2 (faibles contraintes) pendant 24h.
Images obtenues au laboratoire.

Au sein de I'arbre vasculaire, la valeur de cette contrainte va étre dépendante de
la structure du vaisseau. En effet, la présence d’irrégularités, d'obstructions ou de
courbes va modifier le courant sanguin local. Ainsi, dans les zones linéaires de I'arbre
vasculaire les contraintes de cisaillement vont étre laminaires pulsatiles (di aux
battements cardiaques), le sang circulant en lignes paralleles sur I'endothélium ; ce type
de contraintes s’observe dans les gros troncs artériels, les arteres de résistance et les
artérioles. Au contraire, dans les zones de bifurcations artérielles et de courbes, le flux
devient plus faible (entre 0 et 10 dyn/cm?); au niveau des embranchements de
collatérales, le flux devient également oscillatoire (bidirectionnel) ; les contraintes de

cisaillement varient alors autour de 0 dyn/cm? 154244375 (Figure 8).

Flux perturbé |/~ = /
faibles contraintes ™ 7> | S
de cisaillement z \

A

//-' : flux laminaire
{ fortes contrainte
de cisaillement

section transversale

Figure 8 : Modification des contraintes de cisaillement en fonction de la géographie de I'arbre vasculaire
(d’apres Chatzizisis 200772)

Cependant, il est important de noter qu'en plus du caractere oscillatoire, le
caractére turbulent du flux est a prendre en compte. Celui-ci est défini par un autre
parametre : le nombre de Reynolds. Celui-ci dépend de la viscosité et de la vitesse du
fluide. Pour des conditions géométriques données, plus un fluide va étre rapide et peu
visqueux plus la turbulence apres un obstacle sera élevée (Re>2000, Figure 9 C). Au
contraire, un fluide plus visqueux et circulant moins vite conservera un flux laminaire

apres obstacle (Re<2000, Figure 9A et B) 72.
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Figure 9 : Flux laminaire et turbulent : le nombre de Reynolds (d’apres chatzizisis 200772)

Pour percevoir ces forces et ces possibles changements, la cellule endothéliale
dispose de nombreux capteurs comme les intégrines, les molécules de jonctions, les
canaux ioniques ou encore le glycocalyx. Certains sont préférentiellement activés dans
une réponse précoce (ex: canaux ioniques), tandis que d’autres seront plus impliqués
dans des réponses tardives aux contraintes de cisaillement (ex : certaines intégrines). De
méme, le degré de contraintes (faible ou fort) va conduire a des activations différentes.
Les fonctions et mécanismes d’action de ces capteurs sont détaillés ci-dessous (Figure

12).

Les canaux ioniques

Les canaux ioniques ont été décrits comme étant les éléments réagissant le plus
rapidement a I'application d’un flux.

Les canaux K* sont activés tres rapidement des de tres faibles contraintes de
cisaillement (0.7dyn/cm?) pour atteindre un maximum d’activation a 15 dyn/cm? 299 et
vont provoquer une hyperpolarisation membranaire. Les canaux Cl- participent aussi a
la détection du flux mais leur action dépolarisante est retardée comparé a I'action des

canaux K+ 23281 Jeurs actions augmentent avec les contraintes de cisaillement pour
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atteindre la saturation a 3dyn/cm? 152, ]] existe également un canal anionique régulateur
de volume (VRAC) qui lui n’est actif que sous faibles contraintes de cisaillement 331. Des
canaux Ca?* et Na* ont également été décrits comme senseurs des contraintes de
cisaillement 200281 Ces modifications du potentiel membranaire et des charges
intracellulaires ont pour conséquence majeure une libération de calcium des réservoirs
intracellulaires. Ce calcium induira, a son tour, l'activation de différents effecteurs
comme le cytosquelette ou le NO. Il existe, de plus, des mécanismes d’autocontrole :

'activité des canaux Cl- et K* précocement activés par le flux va induire I'augmentation

de I'expression des canaux cotransporteurs Na-K-Cl 377,

Les intégrines

Les intégrines sont des protéines transmembranaires composées
systématiquement d’'une unité o et d’'une unité . La partie extracellulaire reconnait
spécifiquement les éléments de la matrice extracellulaire (MEC). Au niveau
intracellulaire, les intégrines forment des complexes avec différentes kinases et
protéines du cytosquelette (FAK, Shc, taline ou actinine par exemple) 189338 gppelés sites
d’adhésion focale.

Ainsi 'activation d’un site d’adhésion focale par les contraintes de cisaillement
va pouvoir déclencher des évenements intracellulaires conduisant a des modifications
du cytosquelette stabilisant la structure nucléaire 24°. Le recrutement des FAK et
'activation de ces sites conduiraient également a I'orientation des cellules endothéliales
dans le sens du flux 231 Une étude récente utilisant des billes magnétiques recouvertes
spécifiquement pour reconnaitre différents types d’intégrines montre qu’elles vont
pouvoir activer des signalisations différentes. Ainsi les intégrines reconnaissant le
collagene de type I vont avoir un effet rapide suite a I'exposition aux contraintes de
cisaillement en activant ERK1/2 dans les premieres minutes, les intégrines
reconnaissant le domaine RGD vont avoir, elles, un effet a long terme en activant Akt et
la production de NO apres plusieurs heures d’exposition 87. De maniere intéressante, les
contraintes de cisaillement peuvent activer la protéine tyrosine kinase 2 § de manieére
dépendante du calcium, celle-ci participera alors a l'activation des sites d’adhésion
focale 382, montrant ainsi qu’il existe une interconnexion entre les différents types de

senseurs mécaniques.
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VEGFR2, PECAM-1 et VE-Cadhérine

Les fortes contraintes de cisaillement peuvent induire la phosphorylation du
récepteur 2 au VEGF (« vascular endothelial growth factor », Flk-1), son oligomérisation
et son association avec la protéine Shc permettant son activation sans la présence de
VEGF. Cette activation est rapide et probablement médiée par les intégrines 417, elle
disparait apres 30min d’exposition continue aux contraintes de cisaillement 74 Les
effecteurs avals de cette activation sont ERK1/2 et JNK 197 mais aussi Akt et la NOS
endothéliale (Figure 10).

PECAM-1 («platelet endothelial cell adhesion molecule ») est une protéine
membranaire jouant un role dans l'interaction entre cellules endothéliales et leucocytes.
Dans une couche confluente de cellules endothéliales elle est présente principalement
aux jonctions cellulaires et elle a notamment un role anti-apoptotique 3% De fortes
contraintes de cisaillement (>5dyn/cm?) induisent la phosphorylation passagere de
PECAM-1 la aussi trés rapidement (1min) 390, Cette phosphorylation est suivie du
transfert de SHP-2 au niveau des jonctions, PECAM-1 et SHP2 formant alors un
complexe conduisant la encore a I'activation de ERK1/2 391 (Figure 10). De plus, PECAM-
1, VEGFR2 et la VE-cadhérine peuvent s’associer pour former un complexe
mécanosensible induisant la translocation de NFKkB 393,

Contraintes de cisallement

l h
(7 )(PECAM-1 ) Ve-cadhérine
L J
L >
| ve-cadérine

A4
; PECAM-1 '
Ve-cadhérine

SHP-2
P13K —> Intégrine

[T

ERK 1/2 Src Akt

Figure 10 : Mécanismes d’action de PECAM-1 et du complexe PECAM-1/Ve-Cadherine/VEGFR2
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Le glycocalyx

Le glycocalyx des cellules endothéliales (Figure 11) a également un role de
mécanosenseur 22. La destruction de différentes glycoprotéines comme les
heparansulfates ou les hyaluronansulfates empéche la production de NO induite par les
fortes contraintes de cisaillement (alors que la cellule est toujours capable de produire
le NO par d’autres stimuli) 139302, De plus, le glycocalyx joue un réle dans le remodelage
du cytosquelette d’actine : 1a encore un traitement détruisant les glycoprotéines induit
une perte de l'alignement en réponse aux fortes contraintes de cisaillement 38> suite a un
défaut de réorganisation de l'actine. Il semble aussi exister une boucle rétrocontréle
entre épaisseur du glycocalyx et contraintes de cisaillement, ces dernieres induisant la
production de novo de ses constituants 161, Il est important de noter que la composition
du glycocalyx in vitro est différentes de celle observée in vivo dans la microcirculation
313 les effets associés a un type de glycosaminoglycans doivent donc étre considérés en

fonction du type de vaisseaux observés.

Figure 11 : microscopie électronique d'un capillaire aprés marquage du glycocalyx
(extrait de Van den Berg 2003397)

Cavéoles et lipides membranaires

La contribution de la cavéoline-1 aux mécanismes de sensation des contraintes
de cisaillement a été mise en évidence grace aux souris déficientes en cavéoline-1. Les
vaisseaux de ces souris présentent un défaut de vasorelaxation en réponse a de fortes
contraintes de cisaillement, ceci étant dii au défaut d’activation de la eNOS 439, Les
auteurs montrent également que la cavéoline participe aux effets a court et long terme
des fortes contraintes de cisaillement.

Deux équipes ont, de plus, pu montrer par deux méthodes différentes que

I'application de fortes contraintes de cisaillement augmente localement la fluidité de la
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membrane lipidique (maximum de fluidité a 7 min) 169 ce qui conduit a I’activation de
ERK1/2 et JNK 5. Une étude plus récente montre également qu’en fonction de leur
organisation les microdomaines membranaires (tels que les radeaux lipidiques ou les
cavéoles) vont percevoir de maniere différente (en temps et intensité) les contraintes de
cisaillement. Cela aura pour conséquence une réorganisation des zones non organisées
(zones autres que microdomaines) diminuant la viscosité de la membrane 381, Les
auteurs suggerent un role du glycocalyx dans la transmission du signal mécanique aux

lipides.

Protéines G et leurs récepteurs

L’activation des protéines G par les fortes contraintes de cisaillement se fait dans les
premicres secondes d’exposition. Cette activation peut étre dépendante ou indépendante de
I’activation des récepteurs aux protéines G et est indépendante du cytosquelette '©.
Cependant, les changements de fluidit¢ membranaire seraient responsables du changement de
conformation des récepteurs nécessaires a leur activation ®*. L’activation de ces protéines va

conduire a 1’activation de ERK1/2 comme bien d’autres senseurs mais aussi des Ras-GTPase
164

HSS Canaux ioniques
> Protéine G
_—> Radeaux - _l_ .
Lipidiques ' PKC Glycocalyx
Cavéoles
Y\/
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v PECAM-1
oo |

Intégrine

Matrice extracellulaire

Figure 12 : Schéma récapitulatif des différents mécanosenseurs
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A.3.3. La mécanotransduction des contraintes de cisaillement

D’un point de vue biologique, la mécanostransduction est la transformation d’'un
message mécanique en message chimique. Les mécanosenseurs présentés ci-dessus font
partie intégrante de ce phénomeéne qui va conduire a l'activation de cascades de
signalisation et a la modulation de I'expression génique. A terme, différentes fonctions
des cellules endothéliales seront modulées. Comme nous avons pu le voir ces
mécanosenseurs peuvent interagir ensemble, s’activer les uns les autres, agir sur des
voies communes ou différentes, a long terme ou a court terme.

Les fortes contraintes de cisaillement vont induire l'activation de toute une
variété de protéines en particulier de kinases comme les protéines kinases C (PKC) les
kinases d’adhésion focale (FAK), les petites protéines Rho a activité GTPase (Rho

GTPase), les phosphoinositide 3 kinases (PI3K) et enfin les « mitogene-associated

protein kinases » (MAPK).

Les protéines kinases C ont de nombreux substrats. Sous fortes contraintes de
cisaillement I'ensemble des PKC va étre induit sur une durée de 30 min 285 cela conduira
a I'expression de I'endothéline 1 (ET1) et du facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PGDF) 181213275 [es contraintes de cisaillement activent en particulier certaines
isoformes de PKC : PKCp va étre activée dans les régions corticales principalement 183,
PKCe va quant a elle induire l'activation de ERK et MCP-1 28539, PKB participe

également a I'activation de Akt par les fortes contraintes de cisaillement 156,

L’activation des PI3K par les fortes contraintes de cisaillement est transitoire 157
mais permet une activation plus longue de Akt (6h) qui va phosphoryler la NOS
endothéliale, permettant ainsi la production de NO et ce durant une longue période
444555120136 En plus d'une régulation par PI3K, Akt peut étre activée par la
glutaredoxine engendrant la aussi une production de NO#13. Les fortes contraintes de
cisaillement augmentent aussi I’expression du microARN-21, qui va réduire 'expression
de PTEN, augmenter la phosphorylation de la NOS et la production de NO#21 (Figure 13).

Les petites protéines Rho a activité GTPase (Rho GTPase) appartiennent a la

famille des protéines Ras et sont composées de 3 sous-groupes: les protéines Rho
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participant a la contraction cellulaire et a la formation de fibres de stress, les Rac
impliquées dans la formation des lamelopodes et le Cdc42 régulant la formation des
filopodes. Ces trois protéines ont été démontrées comme impliquées dans la réponse des
cellules endothéliales aux fortes contraintes de cisaillement 3°1. Cdc42 est activé
rapidement (15min), tandis que I'activation de RhoA est plus lente (2h) ; ces deux voies
conduisent a l'activation de JNK, mais seul RhoA participe a 'alignement des cellules
dans le sens du flux 232, Enfin, 'activation de Rac, localisée dans la partie distale de la
cellule par rapport au sens du flux, induit aussi I'activation de JNK 232 et de facteurs de
transcription comme NFkB et c-fos 358392, Sous fortes contraintes de cisaillement, les
cellules ne sont pas uniquement alignées dans le sens du flux mais sont également
polarisées avec une localisation du centre des microtubules en amont du noyau. Cette
localisation est régulée par de nombreuses protéines du cytosquelette péri-nucléaires
dont nesprin-3, activée par les contraintes de cisaillement 274,

Un autre effecteur de la signalisation mécanique est FAK 443. Cette protéine est
activée/phosphorylée par les intégrines 359. FAK va alors s’associer a Src et PI3K via
leurs domaines SH2 59. Cette association avec Src phosphoryle FAK qui va alors
s’associer avec Grb2/S0S, activant alors Ras et les MAPKs 73344, notamment ERK2 et
JNK1 233, 1] est a noter que bien que l'activation de FAK soit soutenue sous fortes
contraintes de cisaillement 1°1, 'association avec Src est elle éphémere (10min).

La plupart des effecteurs cités modulent les MAPK, kinases centrales dans la
meécanotransduction. Elles régulent la prolifération, la différentiation, la mitose, la survie
cellulaire, 'apoptose et I'expression génique ainsi que bien d’autres fonctions 395, Elles
sont séparées en trois groupes: les «extracellular signal regulated kinases »
(ERK1/2/5), les « c-jun N-terminal kinases » (JNK1/2/3) et les « p38 kinases a./f/8/y. »
Ces kinases sont phosphorylées par une cascade de kinases impliquant les MEK et
MEKK. Les fortes contraintes de cisaillement activent rapidement (des 5min) mais de
maniere transitoire ERK1/2; les JNK sont activées légérement plus tardivement que
ERK1/2 (30min). Ces deux phosphorylations dépendent de l'activation de la cascade
Ras-Raf-MEK 193234 Les protéines p38 présentent un pic d’activité a 30min. Les
protéines G contribuent a l'activation des ces MAPK, Gf/y activant JNK tandis que Gaiz
active ERK1/2 157164199 [’jctivation de ERKS5 est, quant-a-elle, plutét médiée par

I'augmentation du calcium intracellulaire et la production de NO 434,
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Les MAPK vont avoir également comme role d’activer différents facteurs de
transcription comme c-myc, AP1, ou encore NFxB. A I'état inactif, NFkB est associé a IkB,
la phosphorylation de IkB par IKK va permettre sa dégradation et la libération de NFxB
qui va alors migrer vers le noyau. Les fortes contraintes de cisaillement vont pouvoir
activer transitoirement NFkB par les MAPK mais également par la voie VEGFR2-Akt
32,416,

Enfin, les facteurs de transcription KLF (« Kruppel-like factor ») 2 et 4 jouent un
role important dans les processus anti-inflammatoires activés par les fortes contraintes
de cisaillement 170 et dans la production de NO 110351 ]’activation de KLF2 par les fortes
contraintes de cisaillement permet de maintenir le caractere quiescent des cellules
endothéliales, notamment en augmentant I'expression de ’ARNm et de la protéine de la
NOS 199, Les MAPK, par I'intermédiaire de MEKS et ERK5, modulent I'activité de KLF4 et
KLF2 90, L’expression de KLF2 serait, elle, régulée par I'activation d’AMPK. Une étude
récente montre que la régulation de KLF2 par les contraintes de cisaillement serait aussi
meédiée par le microRNA-92a 431 et par les cils présents a la surface de I'endothélium 177

(Figure 13).
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Figure 13 : Mécanismes de production de NO sous fortes contraintes de cisaillement et effets du NO
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A.3.4. Contraintes de cisaillement physiologiques et fonctions
endothéliales

Alignement

L'impact des fortes contraintes de cisaillement sur l'alignement des cellules
endothéliales est un effet majeur. En effet, cela permet a la cellule d’étre dans une
conformation hydrodynamique favorable. Cet effet a été observé tres tot dans les études
traitant de I'endothélium 116, cependant les mécanismes qui y conduisent ont été
identifiés plus tardivement. L’alignement des cellules se déroule en 3 phases 148.
Premierement (0-3h), la cellule s’allonge grace a la formation de fibres de stress et de
microfilaments, les jonctions intercellulaires se cassent. Deuxiemement (3-6h), la cellule
bouge grace aux microtubules et le noyau se retrouve localisé dans la zone amont de la
cellule. Enfin (6-12h) la cellule termine l'alignement en alignant les fibres de stress
intracellulaires entre elles et en restaurant les jonctions inter-cellulaires. Ces
mécanismes sont sous la dépendance du calcium intracellulaire, de l'actine et des
microtubules, de JNK2, des intégrines a4 ainsi que RhoA et Racl; en revanche, ils sont
indépendants de PKC, des canaux ioniques, de Cdc42 ou PI3K 159.168232,245428  Enfin, il
semble que la composition de la matrice extracellulaire participe a cette régulation, car
des cellules en culture sur un collagene glycosylé perdent leur alignement dans le sens

du flux20s,

Apoptose

Les contraintes de cisaillement physiologiques ont été décrites comme
suppresseur d’apoptose. En effet, le TNFa, les ROS (« reactive oxygen species ») ou les
oxLDL ne sont plus capables d’induire I'apoptose des cellules endothéliales lorsque
celles-ci sont soumises a des contraintes de cisaillement physiologiques 121175 Cette
survie serait médiée par l'inhibition de IL1f, de DAPK (« death associated protein
kinase ») 121 et de caspase-3 123143, La pré-exposition aux contraintes de cisaillement
bloquerait également l'activation de JNK par le TNFa, contrecarrant ses effets pro-
inflammatoires 37¢. La production de NO sous fortes contraintes de cisaillement est
I’élément majeur médiant tous ces effets protecteurs contre I'apoptose 120121123 [es
contraintes de cisaillement physiologiques induisent également I'expression de

protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP-1 et -2) 196, L’activation de VEGFR2 par les
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fortes contraintes de cisaillement contribue également a la protection contre I'apoptose

112,

Prolifération

La prolifération est un autre des mécanismes stoppés par les fortes contraintes
de cisaillement. Dans ces conditions, la production d’ADN est ralentie, les cellules
s’arrétent en phase GO-G1 du cycle cellulaire 8 principalement grace a la régulation de
p53 (suppresseur de tumeur), qui va a son tour activer p21¢prl bloquant alors la
progression du cycle grace a la phosphorylation de la protéine rétinoblastoma 23¢. De
plus, certains microRNA contribuent a ce processus : le microRNA 19a augmenté par les
fortes contraintes de cisaillement réprime I'expression de cyclinD1 arrétant le cycle
cellulaire en G1 316, Les fortes contraintes de cisaillement activent a la fois AMPK et Akt,
cela permet une régulation fine du cycle entre l'effet antimitotique d’AMPK et
prolifératif d’Akt 166, L’effet des contraintes de cisaillement apparait comme dose-
dépendant : plus les contraintes sont fortes, moins les cellules proliferent 228. Il est a
noter que le NO endogene ne semble pas participer a la régulation de la prolifération

endothéliale alors que le NO exogéne a un effet anti-proliferatif a forte dose 190.

Migration

L’'impact des contraintes de cisaillement sur la migration endothéliale est moins
bien connu que les précédents effets. En effet, les études permettant d’élucider les
mécanismes de migration cellulaire ont pour la plupart été réalisées sous condition
statique. Dans un tapis confluent de cellules, de fortes contraintes de cisaillement
induisent une mobilité 384, Au niveau de blessures de '’endothélium, il a été montré in
vitro et in vivo que la recolonisation par les cellules endothéliales voisines était plus
rapide sous fortes contraintes de cisaillement 158182370 ]3 fuidité membranaire jouant un
role important dans la migration. Les fortes contraintes de cisaillement étant connues
pour activer les lamelopodes 106231 et les FAK par le biais des RhoGTPases et des

intégrines, cela pourrait expliquer leur action sur la migration cellulaire.
Perméabilité

Alors que l'endothélium soumis a de fortes contraintes de cisaillement est tres

imperméable aux macromolécules, les zone de faibles contraintes de cisaillement ont
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trés tot été décrites comme ayant une perméabilité accrue aux LDL 29374 1] semble y
avoir une forte corrélation entre prolifération et perméabilité, puisque différentes
études ont montré que les zones de perméabilité corrélaient avec les zones de mitose 76
et avec le renouvellement cellulaire 88. Cette perméabilité dépend des forces appliquées
et est également réversible 198, Des études in vitro, ont de plus permis de mettre en
évidence que les remaniements pour que les cellules s’alignent dans le sens du flux
conduisent a une augmentation de la perméabilité, celle-ci diminue une fois I'alignement
obtenu 349, Au niveau intracellulaire, I'effet « court terme » est médié par une baisse de
I'expression et une augmentation de la phosphorylation de I'occludine 113. Chang et al
ont démontré que cet effet « court terme » sous fortes contraintes de cisaillement
pouvait étre NO-dépendant, et que I’AMP cyclique contrecarrerait cette augmentation ¢°.
Au contraire, la baisse de la perméabilité a «long terme » passerait quant a elle par
'activation de la voie PI3K-NO-cGMP #18 Le NO jouerait donc un double role,
augmentant la perméabilité a court terme en jouant sur '’AMP cyclique (role non défini)

et diminuant la perméabilité a long terme par mobilisation du cGMP.

Pour résumer, cette réponse physiologique aux fortes contraintes de cisaillement
se fait donc en deux temps in vitro, une activation précoce médiée principalement par les
MAPK et le cytosquelette, permettant un réalignement rapide. Une fois les cellules
alignées, les activités des MAPK diminuent tandis que I'activation de la voie Akt-NO reste
active tout comme le cytosquelette (méme si les effecteurs changent), permettant ainsi
une réponse physiologique correspondant a ce qui est observé in vivo. Les cellules
endothéliales ont alors leur role de barriere, de médiateur de la vasomotricité et de
modulateur de 'hémostase. Cependant, comme présenté en début de ce paragraphe, il
existe des zones de l'arbre vasculaire naturellement soumises a de plus faibles
contraintes de cisaillement de part la forme méme des vaisseaux qui peut modifier les
écoulements locaux. La mécanotransduction est alors activée de maniere différente,
activant I'endothélium, ceci favorisant l'apparition de différentes pathologies dont

I’athérosclérose.

39



A.4. L’endothélium : Réponses pathologiques, cas de

l'athérosclérose

A.4.1. L’athérosclérose : définition

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des grosses arteres.
C’est une maladie silencieuse a évolution lente dont I'expression se traduit cliniquement
par la survenue d’accidents ischémiques aigus (angor instable, mort subite, infarctus du
myocarde, accident vasculaire cérébral, ischémie des membres inférieurs). Ces
événements sont consécutifs a une rupture ou une érosion de la plaque d’athérosclérose
avec formation d’'un thrombus obstruant la lumiere vasculaire. Elle est nommée en 1904
par Marchand qui invente le terme d’athérosclérose dont la dénomination résulte de la
contraction d’« athérome » : bouillie et de « sclérose » : dure et cassant en grec. Cette
étymologie reflete bien les composantes lésionnelles (inflammatoires), athéromateuse
(lipidique) et scléreuse (fibreuse) de la maladie.

Cette maladie n’est certainement pas une maladie récente puisque des plaques
d’athéromes ont été identifiées sur des corps momifiés égyptiens >0. Elle représente
aujourd’hui la premiére cause de mortalité mondiale. D’apres 'OMS, On estime a 17,3
millions le nombre de déces imputables aux maladies cardio-vasculaires, soit 30% de la
mortalité mondiale totale. Parmi ces déces, on estime que 7,3 millions sont dus a une
cardiopathie coronarienne et 6,2 millions a un accident vasculaire cérébrale
(statistiques 2008). De part les changements de style de vie et le vieillissement global de
la population, I'athérosclérose, ou plutot ses conséquences pathologiques sont en pleine
expansion : d’ici 2030, 23 millions de personnes mourront d’'une maladie cardio-
vasculaire. Cela en fait donc un des enjeux majeurs de la recherche et de la médecine

actuelle.

A.4.2. Les facteurs de risque

Différents éléments participent a I'apparition et a la progression de la plaque
d’athérosclérose. Ces facteurs ont des origines tres diverses.

Les habitudes de vie jouent un réle important dans la progression de la maladie :
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- Le tabagisme : La nicotine favorise la vasoconstriction des arteres (stimulation
des récepteurs adrénergiques al). Les toxines présentes dans la fumée de la cigarette
augmentent l'inflammation des cellules vasculaires, le stress oxydant et la
thrombogénicité 41.220,335,

- La sédentarité : Le manque d'activité physique diminue la résistance des
artéres. Ainsi, des souris ApoE-/- soumises a une activité physique sont moins
susceptibles de développer de I'athérosclérose 297.355,

- Le régime alimentaire : Un régime riche en graisses et en sucres va favoriser le
développement de pathologies associées a l'athérosclérose comme I'obésité ou le
diabete (voir plus loin).

- L’athérosclérose peut aussi avoir une composante génétique bien qu’aucune
mutation ou geéne précis n'ait été identifié, les influences étant multiples. Le sexe
influence la prédisposition, les hommes sont plus exposés bien que cette différence
s’atténue apres la ménopause. L'hypercholestérolémie familiale est la maladie génétique
la plus fréquente dans les cas d’athérosclérose. Une étude a également mis en évidence
que des variations géniques dans le géene de la eNOS (et donc probablement des
variations dans la biodisponibilit¢é du NO) sont un facteur de risque dans
'athérosclérose ©0.

Enfin certaines pathologies contribuent grandement au développement de la
maladie :

- L’hypertension artérielle : Elle est due a une augmentation de la résistance
périphérique totale et conduit a un remodelage vasculaire entrainant une rigidité. De
maniere intéressante, tout comme [I'hypertension aggrave l'athérosclérose,
'athérosclérose complique et aggrave I'hypertension.

- Le diabete : Les données épidémiologiques établissent de fagon certaine la
corrélation entre les diabétes de type 1 ou 2 et la survenue de maladies coronaires 31
L’exceés d’'insuline semble favoriser la prolifération des cellules musculaires lisses et
participe a l'augmentation de la synthese de protéines matricielles dans la paroi
vasculaire. L’hyperglycémie peut induire la formation de produits de glycation avancée
et une modification du stress oxydatif. Ces composants sont susceptibles d’engendrer un
état inflammatoire propice a l'initiation de 'athérosclérose 31°.

L’hypercholestérolémie : encore une fois, des études épidémiologiques

montrent que des taux élevés de LDL-cholestérol sont des facteurs de risques, de méme
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pour les triglycérides 419. Les LDL circulants peuvent infiltrer le sous-endothélium et s’y
accumuler. Les lipoprotéines ainsi piégées dans l'intima subissent des modifications
oxydatives et deviennent des LDL oxydées. Outre leurs effets sur la formation des
cellules spumeuses, les LDL oxydées agissent également sur les cellules endothéliales et
les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire en induisant I'expression de génes
pro-inflammatoires 4°.

- L'obésité et le syndrome métabolique : si I'excés de poids ne semble pas jouer
un role direct sur l'apparition de I'athérosclérose, il est tres souvent associé au diabéte, a
I'augmentation du cholestérol et a 'hypertension artérielle. L’association d’au moins

trois de ces facteurs conduit au syndrome métabolique.

A.4.3. L’activation endothéliale

Les zones subissant de faibles contraintes de cisaillement vont étre le siege d'une
activation endothéliale. Cette activation, pro-inflammatoire, proliférative et pro-
apoptotique va perturber la physiologie des cellules conduisant a une dysfonction
endothéliale 82. C’est le point de départ de I'athérosclérose.

Sous faibles contraintes de cisaillement, la mécanotransduction ne se fait plus
correctement. Notamment, la diminution de I"épaisseur du glycocalyx contribue a une

perte de la sensibilité aux contraintes de cisaillement 163,204,

Perte de la production de NO, augmentation des ROS

Premiérement, les faibles contraintes de cisaillement conduisent a une
diminution de la synthése de NO. L’expression de '’ARN messager de la eNOS est réduite,
contrairement a celle de la cavéoline-1 qui est augmentée favorisant ainsi I'association
eNOS-cavéolinel et l'inactivité de la eNOS 252 (Figure 14). De méme, une baisse de
'activité de Akt ou de I'expression du microARN-21 conduit a une diminution de la
phosphorylation de la eNOS. Le postulat actuel propose que les faibles contraintes de
cisaillement réduisent la production de NO et donc son role rétroactif inhibant NFkB.
Cela a pour conséquence la synthese d’éléments pro-inflammatoires, pro-apoptotiques
et pro-oxydants 83107 La production de ROS dans ces conditions est fortement
augmentée et ce par plusieurs mécanismes. En plus d'une baisse d’expression, la eNOS

peut également étre découplée ou se trouver en manque d'un de ses substrats, elle
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produit alors des anions superoxydes 405, Ce découplage pourrait entre autre étre dii a
une moins forte stimulation des intégrines qui participent au couplage de la eNOS 176. De
plus, les faibles contraintes de cisaillement induisent une augmentation de l'activité
NADPH oxydase par dérégulation de l'activité AMPK/Ras, conduisant la aussi a la
production de ROS 108415, enfin, les activités xanthine oxydase et COX sont aussi
modulées 263 (Figure 14). La balance oxydant/anti-oxydant est également déstabilisée
par la baisse du taux de glutathion intracellulaire, un agent réducteur 171. La perte de NO
ainsi que de la production de ROS rendent les cellules susceptibles a 'apoptose. En effet,
alors que le NO prévenait I'activation des voies apoptotiques induites par des molécules
telles que le TNFaq, les conditions de faibles contraintes de cisaillement vont favoriser
leur activation ou tout du moins permettre I'action des molécules pro-apoptotiques. Les
faibles contraintes de cisaillement induisent également I'expression et I'epissage de
XBP1, protéine de réponse au stress du réticulum endoplasmique, or une surexpression
de cette protéine conduit a 'apoptose des cellules endothéliales par activation des

caspases 44,

Prolifération et migration

Les faibles contraintes de cisaillement augmentent également la prolifération et
le renouvellement des cellules endothéliales 105228, Cette prolifération accrue est liée a
une activation soutenue de ERK au cours du temps 85. De plus, I'inhibition de p21¢irl
permetle passage de la phase GO vers G1-S 8. Dans ces conditions l'activation d’Akt n’est
plus accompagnée de celle d’AMPK ce qui permet une entrée des cellules en mitose 166.
Enfin, les cellules exposées a de faibles contraintes de cisaillement présentent des
télomeres plus courts et une accélération de la sénescence 8. Les sollicitations moins
importantes des intégrines induisent également une moins bonne migration des cellules

endothéliales vers les zones lésées 182,

Organisation du cytosquelette

Les modifications du cytosquelette sont également touchées par les faibles
contraintes de cisaillement. En effet, la réaction d’alignement des cellules ne se fait pas
correctement, les fibres de stress courtes sont augmentées et perdent leurs alignements
les unes par rapport au autres, la structure des cellules est alors plus pavimenteuse et

non alignée dans le sens du flux (Figure 7) 49°.
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Perméabilité

Les perturbations du cytosquelette ainsi qu'un renouvellement plus rapide des
cellules contribuent a augmenter la perméabilité vasculaire. En effet, une relation
inverse entre infiltration de LDL et renouvellement endothélial a été établi chez le rat
88237 Normalement les jonctions cellulaires sont fortes et ne permettent pas le passage
des macromolécules. Cependant, les remodelages du cytosquelette et la division
cellulaire fragilisent les jonctions intercellulaires 422, les macromolécules peuvent alors
franchir la barriere endothéliale. Différents études ont de plus montré in vivo que les
zones de faibles contraintes de cisaillement comme les embranchements étaient plus
perméables que les zones linéaires de I'arbre vasculaire 29.347.374, La connexine 43 (Cx43)
et la VE-cadhérine ont été identifiée comme participant a cet effet, la connexine 43 est
surexprimé par les faibles contraintes de cisaillement mais sa distribution a la
membrane est perturbée 147, la VE-Cadhérine est elle aussi délocalisée des jonctions

cellulaires notamment du fait de la rupture de I'association avecla 3-caténine 2¢7.

Svntheése de lipides et capture des LDL

Les faibles contraintes de cisaillement sont également connues pour activer
SREBP («sterol regulatory element binding protein »), un facteur de transcription
permettant 'expression de protéines responsables de la capture et la synthese d’acides
gras. Ainsi dans ces conditions le récepteur au LDL, la synthétase de cholestérol et la

synthétase d’acide gras sont sur exprimées 241,

Inflammation

Le dernier point majeur régulé a la hausse par les faibles contraintes de
cisaillement est le statut pro-inflammatoire. Ce point, avec la perméabilité est un des
éléments les plus importants dans le développement de I'athérosclérose car il va
permettre l'enchainement de tous les processus conduisant a la progression de la
plaque. Les faibles contraintes de cisaillement vont induire la transcription génique de
nombreux éléments pro-inflammatoires, I'élément majeur médiant cette réponse
inflammatoire est le NFkB 280304 Dans ces conditions, I'effet protecteur di a l'activation
de SSRE (élément de réponse au cisaillement), et des éléments de réponse PPARy sous

fortes contraintes de cisaillement 242280 est perdu, tout comme l'inhibition de STAT3 284
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engendrant la production de cytokines pro-inflammatoires. Les faibles contraintes de
cisaillement influencent également I'expression ou I'activation de molécules d’adhésion
comme ICAM-1, VCAM-1, MCP1 et la Sélectine endothéliale 7084411 permettant le
recrutement leucocytaire. L'influence des faibles contraintes de cisaillement peut étre vu
sous deux angles, le premier ou le recrutement est accru grace a l'expression de
molécules d’adhésion, le second ou les forces hémodynamiques locales participent a un
contact plus long entre les cellules circulantes et les cellules endothéliales (vélocité

perpendiculaire augmentée et vélocité tangentielle diminuée) favorisant I’adhésion 80.
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Figure 14 : Mécanismes intracellulaire activés par les faibles contraintes de cisaillement et leurs effets

Pour note, les faibles contraintes de cisaillement ont également un effet sur la
morphologie et la prolifération des cellules musculaires lisses. Alors que sous fortes
contraintes de cisaillement les cellules musculaires lisses s’orientent
perpendiculairement au flux (pour une meilleure contraction du vaisseau), cette
orientation est perdue sous faibles contraintes de cisaillement 81, de méme la

prolifération et la densité cellulaire sont accentuées.
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A.4.4. Les étapes majeures de I’'athérosclérose

Suite a 'activation endothéliale, les lipides vont s’accumuler dans la matrice sous-
endothéliale et les premiers monocytes vont entrer dans cet espace pour se transformer
en macrophages, éliminer les lipides puis ressortir vers la lumiére du vaisseau 23> 346
(Figure 15).

Les complications surviennent lorsque les lipides s’accumulent et s’oxydent,
transformant alors les macrophages résidents en cellules spumeuses 135361 qui vont elles
aussi commencer a s’accumuler ; le systeme de régulation classique est alors dépassé.
L’'inflammation augmente, le recrutement leucocytaire et 'accumulation de lipides aussi
379, Se forment alors des corps lipidiques extracellulaires. Dans ce processus I'immunité
innée n’est pas la seule mobilisée, les cellules dendritiques sont présentes dans la plaque
et vont pouvoir présenter des antigenes spécifiques (notamment ceux des ox-LDL) aux
lymphocytes T 23,

Les cellules musculaires lisses participent au processus athéromateux aussi bien
dans les premieres phases que plus tardivement. Premiérement ces cellules vont migrer
de la média vers l'intima, étre capturées dans cet espace et commencer a proliférer 126
Dans un second temps, ces cellules vont passer d’'un profil contractile a un profil
sécrétoire participant a la progression de la plaque et a I'épaississement de la chape
fibreuse (production de collagéne, de protéases, de cytokines) 276,

Les conditions au coeur de la plaque sont propices a I'apoptose et la nécrose. Ces
deux morts cellulaires qui vont toucher principalement les cellules spumeuses vont
participer a la fragilisation de la plaque et accentuer d’autant plus le recrutement de
cellules inflammatoires. De plus, plus la plaque progresse, plus celle-ci ce trouve irriguée
par de nouveaux vaisseaux, les vasa vasorum, provenant de l'adventice 25273, Ces
vaisseaux, normalement absents de l'intima sain, sont fragiles et ils vont non seulement
augmenter le recrutement inflammatoire mais aussi provoquer des hémorragies intra-

plaques, fragilisant ainsi la lésion athéroscléroseuse 210408,
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Progression de I'Athérosclérose
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Figure 15 : Progression de la plaque d’athérosclérose (adaptée de wikimedia)

Les plaques d’athérosclérose peuvent étre catégorisée en deux 497 (Figure 16) :

- Les plaques stables: chape fibreuse épaisse, petit corps lipidique, peu de
nécrose, endothélium présent sur toute la surface de la plaque. Elles ont un faible risque
de complications thrombotiques.

- les plaques instables (vulnérables) : large corps lipidique, souvent nécrosées,
tres fine chape fibreuse pouvant facilement se rompre. Ces plaques ont un fort potentiel
thrombotique.

Le passage d’un état stable a instable est possible, il est médié par la dégradation
de la matrice extracellulaire ainsi que par la raréfaction des cellules musculaires lisses

(mort cellulaire) 1.
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Figure 16 : Plaque stable et plaque instable (adaptée de Webb et al. 2008420)

La finalité du processus athéromateux est la formation d'un thrombus dans le
vaisseau occluant la lumiére et provocant un défaut d’irrigation des organes en aval.
Deux principaux évenements conduisent a I'initiation de la réaction thrombotique :

- L’érosion de la plaque: l'endothélium s’érode, dévoilant les facteurs
procoagulants sous-jacents.

- La rupture de plaque : plus subite, cette rupture met en contact direct le sang

avec tous les éléments contenus dans la plaque.
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B. Les microparticules

B.1. Définition et Détection

En 1946, Chargaff et al montrent pour la premiere fois la présence d’un facteur
plasmatique, centrifugeable, participant a la coagulation. Ils remarquent alors que
lorsque le plasma est dépourvu de cet élément, la coagulation se trouve retardée 71. C’est
la premiere évidence de l'existence de « microparticules » mais ce ne sera pas avant
1967 que les microparticules seront réellement identifiées. Wolf et al montrerons que
'activation plaquettaire s’accompagne de la génération de fragments membranaires de
taille infra-cellulaire identifiés en microscopie électronique, riches en phospholipides et
qui sont le support de la génération de thrombine dans le plasma sans plaquettes 42°. A
partir de 1a, de nombreuses études reporteront la production in vitro de différents types
de vésicules ainsi que leur présence dans le plasma humain.

Aujourd’hui différents types de vésicules sont décrites dans la littérature 261 (Tableau 1):

- Les corps apoptotiques :

[Is sont produits lors de I'apoptose et résultent principalement de la déformation et de la
fragmentation de la cellule apoptotique. Leurs caractéristiques principales sont: une
taille comprise entre 1 et 4um, une externalisation de la phosphatidylserine et une
double membrane perméable. IIs contiennent également de ’ARN et de '’ADN provenant
de la fragmentation du noyau.

- Les microparticules :

Ces vésicules peuvent étre produites lors de I'apoptose mais sont souvent le reflet d'une
activation cellulaire. D’une taille comprise entre 0,1 et 1um, elles sont plus petites que
les corps apoptotiques. Les microparticules sont, de plus, relarguées sans destruction de
la cellule qui les produit. Les caractéristiques principales sont I'externalisation de la
phosphatidylsérine ainsi qu'une double membrane integre, non perméable.

- Les exosomes :

Libérés par exocytose, ces vésicules sont produites par des mécanismes tres différents
de ceux impliqués dans la production de microparticules, ils nécessitent la formation de

corps multi-vésiculaires intra-cellulaires qui viendront ensuite fusionner avec la
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membrane plasmatique. Leurs caractéristiques principales sont une taille inférieure a
0.1um, la présence de marqueurs spécifiques comme la protéine TSG101 et une

présence faible de phosphatiylsérine sur le feuillet externe de la double membrane.

Corps apoptotiques Microparticules Exososmes

Taille 1a4um 0,1a 1um <0,1um

Centrifugation 16000g 20000g 100000g

Origine Fragments cellulaires Membrane Corps

plasmatique multivesiculaire /

compartiments
intracellulaires

production Apoptose avancée Activation cellulaire Constitutive ou

et/ou apoptose activation cellulaire
précoce

Externalisation +++ +++ -/+

phosphatidylsérine

Marqueurs histones Antigénes de la cellule TSG101

protéiques d’origine CD63

Tableau 1 : Caractéristiques des différents types de vésicules extra-cellulaires (adapté de Mause and Weber
2010 261)

Différentes méthodes ont été développées pour quantifier et qualifier ces
microparticules 293. De par leur taille, inférieure au micrometre, et leur hétérogénéité de
marqueurs, les techniques habituelles doivent étre adaptées pour une détection
optimale.

De plus, la préparation des échantillons doit étre adaptée afin de limiter la
génération de microparticules par activation cellulaire ou plaquettaire apres
prélevement dans le cas d’échantillon sanguin. L’isolation des microparticules et leur
purification requierent aussi une succession de centrifugations particulieres afin de

limiter la contamination par d’autres types de vésicules 216,

50



B.1.1. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est la technique la plus répandue a I'heure actuelle de par sa
simplicité d’utilisation, sa rapidité d’analyse et sa spécificité. Le principe repose sur
l'utilisation de lasers devant lesquels vont passer les éléments contenus dans une
solution (que ce soit des cellules, des microparticules, des virus ou encore des billes de
polymere). Ces éléments vont passer devant les lasers les uns apres les autres grace a un
capillaire et un systeme fluidique particulier.

Ainsi il sera possible de quantifier le nombre d’éléments analysés. De plus, la
lumiere des lasers va étre diffractée et transmise de maniere différente en fonction de la
taille et de la granulosité de I’'élément. Si les éléments ont été préalablement marqués
avec une molécule ou un anticorps fluorescent (ou bien s’ils sont fluorescents par
nature) il sera possible de les identifier grace a la longueur d’'onde émise par le
fluorochrome.

Dans le cas de microparticules, il est possible de définir une zone de
taille/granulosité correspondant a la taille des microparticules (Figure 17) grace a
l'utilisation de billes de calibration de taille connue (voir Méthodes p97). Dans cette
zone, les microparticules seront identifiées soit par détection du marquage de la
phosphatidylsérine par I’Annexine V soit selon leur origine par utilisation d’anticorps
spécifiques (Figure 17). Différents marquages utilisant des stratégies de mono ou
double-marquage sont utilisés pour différencier les origines cellulaires des

microparticules (Tableau 2).
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Figure 17 : Détection et analyse des microparticules par Cytométrie en flux
Images obtenues au laboratoire sur un cytometre EPICS XL, Beckman Coulter
Origine cellulaire Marqueurs Références bibliographiques
CD144 =20
CD146 246
Cellule endothéliale CD62e o4
CD31+/CD41- 22694
CDI105 7
CD106 19
CD4la =20
CD42a 205
Plaquette CD42b >
CD31+/CD42+ 195
CD61 403
CD62p 22
CD45 =8
Leucocyte CDll1a 246
CDI11b 7
Monocyte CD14 “86 226
CD4 786 226 403
Lymphocyte CD8
CD20
Erythrocyte CD235a 286 226 503
Progéniteurs endothélial CD34+/KDR+ 312

Tableau 2 : Antigénes utilisés pour la reconnaissance des microparticules

Cette méthode présente 'avantage d’étre quantitative grace a l'utilisation de

billes de quantification qui permettent de s’affranchir des variations de débit
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d’aspiration de l'appareil. Cependant elle possede des limitations. La résolution pour les
éléments de tres petite taille (<0.4um) est faible : de par la longueur d’onde du laser
utilisé pour évaluer la taille et la granulosité ; les différences d’indice de réfraction des
suspensions contenant les microparticules; et la possibilité d’avoir des agrégats
détectés comme un seul élément 398. De plus une étude récente a montré que dans
certaines pathologies la détection des microparticules par cytométrie peut-étre
inadaptée car il ne serait pas possible de faire la différence entre complexes immuns et
microparticules dans le cas de marquage immunologique 1¢7. Il est important de noter
que ceci ne s’applique que pour des plasmas issus de pathologie inflammatoire
chronique ou le taux de complexes immuns est élevé. Une étude sur plasma de patient
souffrants de syndrome coronaire aigii ne montre aucune incidence de la présence

d’éventuels complexes immuns sur le dosage des microparticules par cytométrie en flux

16,

B.1.2. Capture en phase solide

Cette méthode se base également sur la reconnaissance anticorps/antigene ou
Annexine V/Phosphatidylsérine; I’Annexine V ou les anticorps étant fixés sur un
support grace a une liaison streptavidine-biotine. Les échantillons sont incubés sur ce
support et les microparticules sont capturées. La détection se fait ensuite par mesure de
leur activité pro-thrombinase due a I'exposition de la phosphatidylsérine 145203, Cette
technique permet une analyse qualitative des microparticules mais non quantitative.
C’est la seule approche mesurant I'activité pro-coagulante des microparticules. Le seuil
de détection est bas, ce qui permet une mesure lorsque le taux de phosphatidylsérine est
faible. Ce dosage permet d’identifier certaines origines cellulaires en utilisant des

anticorps spécifiques.
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B.1.3. Microscopie électronique a transmission

Cette méthode est utilisée pour la visualisation des microparticules 212226398427,
Elle permet d'évaluer la taille des éléments mais aussi la présence d'une double
membrane (Figure 18). De plus il est possible de détecter la présence de molécules
spécifiques grace a un marquage immunologique. La détection de la phosphatidylsérine
est cependant impossible. De plus, cette technique requiert un nombre initial de
microparticules élevé et ne permet pas une analyse quantitative car de nombreuses

étapes de centrifugation sont nécessaires lors de la préparation.

Figure 18 : Exemple de microparticules observées en microscopie électronique a transmission (Burger et al,
201154)
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B.1.4. Microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique permet de visualiser la topographie de la surface
d'un échantillon. L'analyse de 1’'élément se fait point par point au moyen d'un balayage
via une sonde locale. La résolution est inférieure au nanometre 33. Cette technique
permet entre autre de travailler sur des solutions aqueuses ce qui permet de conserver
les propriétés physiologiques de I'échantillon. Cette méthode est optimale pour la
visualisation des microparticules et la mesure de leur taille mais est lourde d’un point de

vue technique, ce qui limite son utilisation 223360404440 (Figure 19).
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Figure 19 : Exemple de microparticules observées en microscopie a force atomique (leong et al, 2011223)
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B.1.5. Spectroscopie de corrélation photonique (« dynamic light

scattering »)

Cette technique est utilisée pour déterminer le profil de distribution des tailles
d’éléments particulaires contenus dans une solution. Brievement, un laser
monochromatique est appliqué sur I'échantillon, les particules contenues vont difracter
la lumiére, grace au mouvement brownien dans I'échantillon la diffraction est fluctuante
au cours du temps. C’est I'analyse du changement d’angle et d’intensité de la diffraction
qui permet d’établir la taille des éléments contenus 221.

Cette méthode est, pour l'instant, réservée a des centres spécialisés et équipés.
L’avantage est qu’elle permet d’identifier des éléments de taille inférieure a 0.1 um tel
que les exosomes. Il est cependant impossible jusqu’a présent de connaitre I'origine

cellulaire des éléments ainsi que I’exposition de la phosphatidylsérine.

B.1.6. ELISA (« enzyme-linked immunosorbent assay »)

Cette méthode a été initialement adaptée pour la détection des microparticules
d’origine plaquettaire en utilisant un anticorps anti-CD42 293, Elle permet une détection
de la quantité de marqueur exprimé dans I’échantillon avec une grande sensibilité mais
n‘apporte aucune information sur la taille des éléments capturés ainsi que sur
I'exposition de la PS. C’est pourquoi il faut étre prudent dans le cas de la détection de
molécules pouvant aussi étre des molécules circulantes libres (ICAM ou VCAM soluble

par exemple).

Toutes ces méthodes de détection présentent chacune leurs avantages et
inconvénients (Tableau 3). Les microparticules sont de plus en plus décrites comme un
marqueur potentiel d’'une activation ou souffrance cellulaire. Certaines ont une bonne
valeur pronostique des pathologies cardiovasculaires (voir paragraphe dédié). Il
apparait donc important de pouvoir mettre en place une méthode standardisée,
permettant des résultats comparables entre laboratoires, et simple, pour une future
utilisation en clinique. Quelques études montrent déja I'importance de la méthode de
prélevement et d’isolation de microparticules 203216; concernant la méthode d’analyse,

le choix dépendra du type d’information voulu, mais la cytométrie en flux se place
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actuellement comme une méthode de référence de par les améliorations actuelles des
systéemes permettant une meilleure distinction des éléments de petite taille et la

possibilité d’identifier simplement I'origine cellulaire des microparticules.

Taille Détection Activité Origine Quantification Disponibilité/
phosphatidylsérine procoagulante cellulaire absolue simplicité
Cytométrie en + ++ - ++ ++ ++
flux
Capture en - ++ ++ ++ - ++
phase solide
Microscopie ++ - - - - +
électronique
Microscopie a ++ - - + ++ -
force
atomique
Spectroscopie ++ - - - ++ -
de corrélation
photonique
ELISA - - - + - ++

Tableau 3 : Caractéristiques de chaque mode de détection des microparticules

Enfin, a I'heure actuelle, des équipes de recherche travaillent sur la mise en place
de nouveaux outils permettant la détection de petites particules.

Le laboratoire de Bruce Furie développe une méthode basée sur
I'impédancemétrie, proche de la cytométrie en flux. Les éléments « non conducteurs »
contenus dans un liquide vont passer par une ouverture de taille connue et couverte
d’électrolytes. Lors du passage de I'élément, la quantité de fluide, conducteur lui, est
diminué ce qui réduit la conductance mesurée. L’amplitude de la variation est
représentatif de la taille, les pulses de variations du nombre d’événement. La précision
de cet appareil est tres bonne pour la mesure de taille comprise entre 20 et 60% de la
taille de I'ouverture. A nouveau, la supposition est faite que l'analyse se fait sur des
éléments sphériques. Cette méthode peut étre couplée par la suite d’'une détection de
fluorescence comme un cytometre classique permettant le marquage immunologique
des éléments 47,

Ce nouvel outil est intéressant car ils permettent une meilleure résolution au
niveau de la taille et/ou de la forme des éléments détectés. Cependant seule 1'équipe
'ayant mis au point le possede actuellement et son utilisation peut se révéler couteuse

de part les technologies mise en place et les équipements nécessaires.
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B.2. Origines, Formation et Contenu

Il est communément admis que les microparticules peuvent provenir de tout type
cellulaire, aussi bien des cellules circulantes ou composant la paroi du vaisseau que de
cellules comme les cardiomyocytes 18 ou les hépatocytes 427. Les microparticules issues
des cellules circulantes et du vaisseau sont celles majoritairement étudiées, on les
retrouve dans différentes proportions dans le sang en fonction de leur origine (Figure

20).

E'Vt;';::yte Plaquette
29% |
EC ~~-»-»——»~~\\\)
9%
Leucocyte
38%

Figure 20 : Diagramme de la répartition des origines microparticulaires retrouvées dans le sang (Leroyer et
al. 2007226)

B.2.1. Formation des microparticules

Des mécanismes communs spécifiques sont essentiels pour cette libération de
microparticules. Tout d’abord identifiés dans les plaquettes ces mécanismes
regroupent :

- une modification du calcium intracelluaire

- une externalisation de la phosphatidylserine

- un remodelage du cytosquelette

Au repos, les phospholipides membranaires sont répartis de maniére
asymétrique. En particulier, les phospholipides chargés négativement comme la
phosphatidylsérine se situent préférentiellement sur le feuillet interne (Figure 21, panel

haut). De maniére passive, les phospholipides traversent la membrane pour équilibrer
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les charges. Le maintien d’'un déséquilibre de charge se fait donc grace a différentes
protéines. Les scramblases (dont l'activité est calcium-dépendante) et les floppases
(protéines ATP dépendante responsables de I'externalisation de la phosphatidylserine
en particulier) sont inactives. Au contrairement, les flippases dont le rdle est
'internalisation des phospholipides chargés négativement est activée. Le cytosquelette
est alors polymérisé sous la membrane plasmatique, favorisant sa stabilité 250,

Lors d’'une activation cellulaire et lorsque le calcium intracellulaire augmente,
I'activité flippase est inhibée, les scramblases et floppases sont activées permettant alors
I'externalisation de la phophatidylsérine aussi bien de maniere active que passive
(Figure 21, panel bas). Il est important de noter que certains transporteurs ABC (ATP-
binding cassette) participent a cette externalisation grace a leur activité floppase %°. En
effet les cellules de souris déficientes en ABCA1 externalisent la phosphatidylsérine de
maniere réduite et présentent un taux de microparticules circulantes
phosphatidylsérine+ diminué également °3. Dans les plaquettes, cette augmentation du
calcium intracellulaire est liée a la mitochondrie et a la libération de cytochrome C 269,

Concernant le cytosquelette, celui-ci est également modifié par l’activation
cellulaire. Différents mécanismes ont été mis en évidence :

- une déstabilisation des filaments d’actine dépendante ou non de 'activité

calpaine 6397,

- une réorganisation du cytosquelette grace au clivage de différentes

protéines comme la filamin-1, la gelosin, la talin ou la myosin 345.

- une contraction de la membrane due a la phosphorylation de la protéine

MLC (myosin light chain) activée par Rho kinase sous dépendance des caspases

269,348

La encore, le calcium intracellulaire et les mitochondries jouent un role avec
I'activation de caspase3 par les calpaines (activité calcium-dépendante).

Durant I'apoptose, la vésiculation dépend également de la contraction de 'actine
et de la myosine qui est régulée par I'activité caspase 3 suite a 'action de ROCK1/2 91348,
L’exposition de la phosphatidylsérine et les remaniements du cytosquelette
interagissent entre eux. En effet, RhoA module l'activité de SOCE (« store-operated
CaZ+ entry) qui augmente l'externalisation de la phosphatidylsérine 26°. Une étude
récente a identifié un nouvel acteur dans cette externalisation: la protéine

transmembranaire TMEM16F (scramblase calcium dépendante) ; de plus, cette protéine
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a été identifié comme cible de mutations chez des patients soufrant d’'un syndrome de
Scott et ayant un défaut d’activation plaquettaire ainsi qu’'un faible taux de
microparticules 378,
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Figure 21 : Mécanismes d’externalisation de la phosphatidylsérine (adapté de huguel 2005186)

Bien que décrits comme mécanismes généraux de vésiculation, il est important
de rappeler que ces éléments peuvent varier en fonction du type cellulaire ou du
stimulus initiateur de la vésiculation.

A ce propos, les stimuli permettant la production de microparticules sont tres
variés et vont avoir des effets différents en fonction du type cellulaire concerné. Ils
peuvent étre pro-inflammatoires, pro-apoptotiques, pro-coagulants mais également

meécaniques, toxiques ou encore pro-oxydants. Ces différents facteurs sont regroupés
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dans le tableau suivant (Tableau 4), séparé en deux parties, 'une regroupant les stimuli

pouvant étre impliqués dans l'athérosclérose, I'autre présentant d’autres molécules

connues.
Partie 1 Types cellulaires
Cellules
Cellu,l(?s Plaquettes musculaires Monocytes/ Erythrocytes Lymphocytes
endothéliales . macrophages T
lisses
Combes et al Nomura et
. i o4 .
_Cytoklnes pro Curtis et  al2®9 Piguet Schecter et Jungel et al202
inflammatoires al° Szotowski al34t
et al311
et al380
Barry et
Thrombine Sapetetal33¢ al26  Dale
et al?8
. Szotowski et Freikman et
Stress oxydatif ]380 all44
Nomura et Llorente-
LDL modifiés cortes et
a]292
3]243
HDL-
i 239 i 239
cholestérol Liuetal Liu et al
T,O xthe Faure et alt3+
urémique
E).(tralt de Li et a]230
cigarette
Concentration Olas et
350
d’homocystéine Sekula etal al298
Barry et
Collage al26
oflagene Boilard et
al42
Schecter et
PDGF A0
PAI-1 Brodsky et
alsl
. Essayagh et
Ligand Fas a]131
Protéine C Perez-casal et Perez-casal et
activée al308 al3os
Condition de . Nomura et Stampfuss et
406
flux Vion et al a]289 al371
Partie 2 Types cellulaires
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Cellules

Cellules . Monocytes Lymphocytes
P Plaquettes musculaires ytes/ Erythrocytes ymprocy
endothéliales . macrophages T
lisses
ba:lrz}; et bevers et al 3!
Augmentation Chane et neri et al282 comfuris et
du calcium al 6§ Cerri et al64 al%
intra-cellulaire morel et Aharonetal’” ratajczaket
al271 31324
gauley et alt51
Larsson et .
LPS 31219n Gerrits et al153
Sarkar et al337
Activateurs de
schecter et . Ullal et al394
PKC (PM/_&, a3t mesri et al264 Scanu et a]339
staurosporine)
. . martin et
Actinomycine D a]252

Déprivation en mezentsev et

sérum 21266 aharon et al”

Tableau 4 : Stimuli reconnus pour activer la production de microparticules par les cellules circulantes et de la
paroi vasculaire (adapté de Raout et al. 2011327),

B.2.2. Les mécanismes de production des microparticules

endothéliales

Les connaissances actuelles concernant les mécanismes de vésiculation des
microparticules endothéliales proviennent essentiellement d’expériences sur cellules
endothéliales isolées ou en culture. La génération de microparticules endothéliales par
des HUVECs stimulées par du TNFa a été décrite pour la premiere fois par Combes et al
%4 Tout comme le TNFa, d’autres cytokines inflammatoires 38° sont capables d’induire la
génération de microparticules endothéliales in vitro ; c’est aussi le cas pour de
nombreuses molécules comme les liposaccharides bactériens, les espéces réactives a
I'oxygene 380, I'inhibiteur de l'activateur du plasminogéne 51, la thrombine 336, la
camptothecine 363, la protéine C-réactive 414et les toxines urémiques 134 (Tableau 4). A
I'opposé, le monoxyde d’azote (NO) diminuerait la production de microparticules
endothéliales par un mécanisme impliquant la tetrahydrobiopterine 414. Malgré cela, les
mécanismes précis impliqués dans la génération de microparticules endothéliales in vivo
restent encore inconnus ; la forte corrélation inverse entre le cisaillement artériel et le
taux circulant de microparticules endothéliales chez des patients atteints d’insuffisance
rénale chronique terminale suggere un role des forces de cisaillement sur la production

de microparticules endothéliales, mais le lien de cause a effet n’a pas été établi 47.
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Seules quelques études portent sur les mécanismes moléculaires contrdlant la
vésiculation des cellules endothéliales. Une étude, basée sur une analyse génétique, a
permis d’identifier un mécanisme particulier induit par la thrombine. Celui-ci dépend de
'activation du facteur de transcription NFkB et de I'activation de la Rho-kinase ROCK II
par la caspase-2 en I'absence de mort cellulaire 33¢ (Figure 22). Ce mécanisme fonctionne
en deux étapes : la premiere phase se produit des la liaison entre la thrombine et son
récepteur PAR-1, la deuxieme phase dépend d’évenements transcriptionels et implique
TRAIL/ApoZ2L, une cytokine appartenant a la superfamille de TNFa 34 NFkB apparait
alors comme facteur central dans ces deux phases de production des microparticules
endothéliales. Ces études de genes ont également permis d’identifier I'interleukine-1 et
son récepteur IL-1R comme cibles supplémentaires dans la production de
microparticules endothéliales sous stimulation par la thrombine. Ces interleukines
recrutent les protéines adaptatrices TRAF6 et IRAQ1l qui activent a leur tour un
mécanisme conduisant a 'amplification de la vésiculation 224 De ce fait, les médiateurs
inflammatoires régulés par la thrombine agissent par un effet autocrine qui amplifie la
sécrétion de microparticules endothéliales (Figure 22). Une étude récente montre
également un effet synergique de la thrombine et du CD40 ligand sur la production de
microparticules in vivo et in vitro 2°3. La question de 'augmentation de la génération des
microparticules endothéliales dans un contexte d’'inflammation générale reste
cependant ouverte. Une étude a identifié la protéine kinase p38 comme une protéine clé
dans la production de microparticules endothéliales pro-inflammatoires °¢(Figure 22).
Dans cette étude, les microparticules endothéliales libérées suite a une activation par le
TNFa augmentent la sécrétion d’ICAM-1 soluble par les cellules endothéliales, ceci met
en évidence l'existence d'une boucle paracrine augmentant la réponse des cellules a
I'inflammation. Une autre étude, cette fois par stimulation par de I'angiotensine II
montre encore que les microparticules fonctionnent en boucle paracrine : I'angiotensine
II induit la libération de microparticules endothéliales par activation de la NADPH
oxydase, la production de ROS ainsi que par l'activité de RhoA en lien avec les radeaux
lipidiques; ces microparticules produites sont elles aussi capables d’induire la

génération de ROS par les cellules endothéliales 4.
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Figure 22 : Mécanismes de production de microparticules endothéliales sous stimulation par la thrombine, le
TNFa et I'angiotensine II (adapté de Leroyer 2010)
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B.2.3. Contenu des microparticules

Les microparticules sont le reflet de la cellule dont elles proviennent. Elles
contiennent des lipides, des protéines mais aussi des ARN et des micro-ARN 114.261,394442,
Leurs contenus, et donc leurs effets, sont extrémement variables. Il est maintenant
connu que leurs contenus varient en fonction des stimuli permettant leur génération et
non uniquement en fonction du type cellulaire d’origine. Ainsi, les compositions
lipidiques peuvent varier et les compositions protéiques également. Par exemple, la
comparaison par analyse protéomique de microparticules de monocytes THP1 stimulés
par des lipopolysaccarides ou par de la P-sélectine montre une différence dans
I'expression de la phosphatidylsérine, dans l'expression de protéines spécifiques de
différents compartiments cellulaires (notamment mitochondrial) ainsi que I'expression
d’'un antigene présent uniquement sous stimulation P-selectine: le «leukocyte-
associated immunoglobulin like receptor-1 » 30,

Les différences de contenu sont cruciales dans la compréhension des effets des
microparticules. En effet, des microparticules provenant d’'un méme type cellulaire mais
obtenues par des stimuli différents peuvent avoir des effets diamétralement opposés.
Par exemple, les microparticules endothéliales générées par incubation avec du THB4
vont avoir un effet sur l'adhésion de monocytes alors que celles obtenues par
stimulation au calcium ionophore seront inefficaces 184.

En conséquence, bien que [I'in vitro soit tres précieux pour mettre en évidence les
mécanismes moléculaires conduisant a la production de microparticules, il est
important de garder a I'esprit que I'effet observé grace a des microparticules générées in
vitro peut-étre différents de celui observé in vivo. Par exemple, les microparticules
plaquettaires ont été montrées comme ayant un role pro-athérogeéne grace a I'utilisation
de microparticules générées in vitro (voir plus loin), cependant une étude utilisant un
plasma enrichi en microparticules plaquettaires ne montre aucun effet pro-athérogene

in vivo sur des souris déficientes en apolipoprotéineE (ApoE-/-) 188,
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B.2.4. Caractéristiques des microparticules endothéliales

Les microparticules endothéliales proviennent de la membrane plasmatique des
cellules endothéliales et portent a leur surface des protéines marqueurs de ces cellules
comme la VE-cadherin, PECAM-1, ICAM-1, I'endogline, la E-selectin, la S-endo ou I'a V-
integrine 78. La NOS endothéliale ainsi que le VEGF-R2 ont été identifiés sur les
microparticules endothéliales 225 mais leurs activités n’ont pu étre mises en évidence. La
E-selectin (CD62E) est exprimée par les cellules endothéliales activées mais elle peut
également étre retrouvée sur les microparticules endothéliales générées par une
activation au TNFa ou par déprivation en facteur de croissance conduisant a I'apoptose
195

Les microparticules endothéliales s’accumulent au cours du temps dans le milieu
de culture de cellules endothéliales, aussi bien en condition basale que suite a différents
stimuli. De plus, la présence de microparticules endothéliales a été identifiée dans le
plasma humain et murin 24386, 'humeur vitrée de la chambre antérieure de I'ceil ©°,
'urine ainsi que dans les lésions inflammatoires comme les plaques d’athérosclérose ou
les tissus ischémiques 225226, Comme pour les autres types de microparticules, les
microparticules endothéliales expriment la phosphatidylsérine a leur surface et lient
I'annexine V en présence de calcium. Cependant, des vésicules membranaires annexine
V négatives, mais exprimant des marqueurs endothéliaux, ont pu étre identifiées dans le
plasma humain, suggérant que les microparticules endothéliales pourraient ne pas
externaliser la phosphatidylserine 352, Une autre hypothése est que I'annexine V ne
pourrait pas se lier a la phosphatidylsérine car le site de liaison serait occupé par une
autre molécule. Par exemple la lactadhérine présente dans le sang peut se lier fortement
a la phosphatidylsérine et donc limiter I'interaction avec 'annexine V lors du dosage.

Comme expliqué précédemment, la composition protéique des microparticules
endothéliales dépend fortement du stimulus qui permet leur production, les protéines
actuellement identifiées proviennent principalement de la membrane plasmatique, de la
fraction cytosolique, du cytosquelette ou des mitochondries 3%9. Les microparticules
endothéliales, ainsi que les autres types de microparticules, peuvent contenir du
matériel nucléaire comme de ’ADN, de I’ARN ou encore des micro-ARN qui pourront

étre transférés aux cellules cibles. Dans de nombreux cas, le role biologique de ce
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matériel nucléaire reste a déterminer, une étude de Deregibus et al. démontre qu’'un
transfert horizontal d’ARN messager des microparticules endothéliales aux cellules
endothéliales active I'angiogénese a la suite de I'activation d’Akt et de 'expression de la
NOS endothéliale 14, Un transfert de microARN par des vésicules membranaires a
également été montré, spécialement pour le microARN-126 et le 143/145, tous deux

ayant des effets bénéfiques sur la fonction vasculaire 174445,
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B.3. Clairance des microparticules

Aujourd’hui peu de choses sont connues sur la clairance des microparticules in
vivo. Au niveau cellulaire les macrophages semblent étre les effecteurs principaux de
cette clairance grace a la reconnaissance de la phosphatidylsérine 1101, En effet, au
niveau du foie (qui participe a hauteur de 45% a la clairance des microparticules) les
cellules de Kiipffer (cellules macrophages du foie) traitent 90% des microparticules
d’origine érythrocytaire contre 8% pour les cellules endothéliales (étude réalisée chez le
rat) 424 De plus, de par leur réle d’élimination des cellules apoptotiques et débris
cellulaires, les systemes de reconnaissance de la phosphatidylsérine ont été largement
étudiés. Les macrophages, tout comme les cellules endothéliales, épithéliales et les
fibroblastes, expriment le récepteur spécifique de la phosphatidylsérine (PSR)
permettant la phagocytose des débris cellulaires 132. Ce récepteur participe a la clairance
des microparticules au niveau endothélial par la reconnaissance de I'annexine I 194 et
pourrait participer a la clairance des microparticules par les autres types cellulaires
I'exprimant. La lactadhérine par sa capacité de reconnaissance de la phosphatidylsérine
et de liaison a différentes intégrines a été clairement montrée comme un des
mécanismes majeurs d’interaction entre la cellule cible et les microparticules 101, La
glycoprotéine 2, présente a la surface des macrophages est également capable
d’interagir avec les microparticules d’origine plaquettaire de maniére dose dépendante
et active la phagocytose 1. Enfin une étude identifie une voie de phagocytose médiée par
les IgM spécifiquement (et non par les IgG) 238. Le CD36, connu pour la reconnaissance
des microparticules par les macrophages et pour médier l'effet de ces microparticules,
active également la phagocytose 162 et donc pourrait contribuer a la clairance. Enfin, le
role du CD14 et d'ICAM-3 semble lui aussi important; CD14 est capable de reconnaitre
ICAM-3 sur les cellules apoptotiques 115 mais il a également été montré que les
microparticules issues de cellules apoptotiques pouvaient exprimer ICAM-3 387, En plus
de permettre le chemotaxisme des macrophages vers les cellules apoptotiques cela
pourrait contribuer directement au mécanisme d’élimination des microparticules. Une
étude récente montre que Del-1 («developpemental endothelial locus 1»), une
glycoprotéine secrétée par les cellules endothéliales, participe a la clairance des

microparticules plaquettaires par I’endothélium vasculaire en reconnaissant la
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phosphatidylsérine des microparticules ; le complexe ainsi formé étant ensuite reconnu

par les intégrines aVP3 et aVP5 endothéliales 102,
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Figure 23 : molécules impliquées dans la clairance des microparticules

D’un point de vue plus systémique, les microparticules présentent une clairance
rapide dans I'organisme. L'injection de microparticules plaquettaires chez le lapin 321, de
microparticules érythrocytaires chez le rat 424 ou de microparticules endothéliales chez
la souris montre que 80% des microparticules sont éliminées de la circulation dans les
10 minutes suivant l'injection®. Chez 'homme, une étude permet d’avoir une idée du
temps de clairance; des plaquettes issus d’aphérese et contenant de haut taux de
microparticules plaquettaires ont été transfusées a des patients souffrant de
thrombocytopenie 322. Leur taux de microparticules aussitot apres transfusion est
fortement augmenté comme attendu et diminue de moitié dans les 5 heures suivantes.
Ce temps parait bien plus long que ce qui a pu étre observé chez les modeles animaux,
cependant il faut garder a I'esprit que pour les modeles animaux des microparticules
générées in vitro ont été utilisées, le stimulus permettant leur génération influengant la
composition il peut de ce fait influencer leurs clairances; et que pour l'étude chez
I’'homme les sujets sont malades, leur taux de leucocytes est bas, hors comme expliqué
ci-dessus, la clairance des microparticules est en grande partie due a la phagocytose par
les macrophages ce qui peut expliquer la réabsorption plus lente des microparticules

circulantes.
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Lorsque I'on regarde la localisation des microparticules apres clairance, celles-ci sont
principalement localisées dans le foie (45%) mais aussi assez fortement dans les os
(23%) ; on en retrouve également dans la peau (10%), les muscles (6%), la rate (3%) et
les poumons (2%) #%%. Le role de la rate comme organe de clairance a été suggéré dans

une étude sur patients splénéctomisés 141,
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C. Microparticules, Endothélium et Athérosclérose

C.1. Microparticules et traitements cardiovasculaires

Les traitements médicamenteux affectent, eux aussi, le taux de microparticules
circulantes. Cependant 'impact réel d’'un médicament sur la vésiculation et la libération
des microparticules est difficile a distinguer des effets dus a un meilleur contréle du
développement de la pathologie et des facteurs de risques qui améliorent aussi I’état des
cellules et donc diminuent le niveau de microparticules. Aprés un infarctus du
myocarde, des agents antioxydants, comme la vitamine C, modifient les taux de
microparticules endothéliales circulantes chez des patients diabétiques et
dyslipidémiques 270. L’effet des statines sur ces taux reste quant-a-lui controversé :
d’'une part, des doses de statines efficaces d’'un point de vue clinique stimulent le
détachement endothélial et la génération de microparticules in vitro par inhibition de la
prenylation 117 ; d’autre part, des données toujours in vitro, montrent que les statines
peuvent avoir un effet anti-inflammatoire sur les cellules endothéliales conduisant a une
baisse de la vésiculation par inhibition de la voie Rho-kinase 38°. Plusieurs classes
thérapeutiques ont réduit le taux de microparticules circulantes dans les maladies
cardiovasculaires. Par exemple, des patients diabétiques de type 2 traités par la
nifepidine (antagoniste du calcium) ont des taux réduit de microparticules endothéliales
288 L’administration de benidipine, un autre inhibiteur de canaux calciques, diminue
également la concentration en microparticules endothéliales chez des patients
diabétiques (type 2) hypertendus 2°1. De plus, des patients diabétiques traités par I'acide
eicosa-pentaénoique montrent une baisse significative de leurs taux de microparticules
plasmatiques 290. Chez des patients atteints de syndromes meétaboliques,
I'administration de pioglitazone diminue les concentrations de microparticules
endothéliales 130. Enfin, une injection intravitréale d’anticorps dirigés contre le facteur
de croissance endothéliale vasculaire (VEGF) réduit la production de microparticules
endothéliales vitreuses dans des cas de rétinopathie proliférative diabétique ¢°. Ces
études observationnelles chez 'homme apportent ainsi de nouvelles perspectives dans
la compréhension des mécanismes de génération des microparticules endothéliales et

dans le développement des maladies associées.
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C.2. Effets des microparticules dans I'athérosclérose

C.2.1. Les microparticules circulantes

Le premier effet des microparticules contenues dans le sang circulant que 1'on
peut identifier est I'effet pro-inflammatoire. De nombreuses études, principalement in
vitro, montrent que les microparticules circulantes (plaquettaires, et leucocytaires)
contribuent a l'inflammation par leur influence sur les interactions cellulaires et la
production de cytokines pro-inflammatoires. Elles augmentent la production
d’interleukine (IL)-6 et 8 par les cellules endothéliales et leucocytaires 26426529, E]les
induisent également 'adhésion des monocytes et 'expression de molécules d’adhésion
(en particulier la molécule d’adhésion intracellulaire ICAM-1) a la surface des cellules
endothéliales et 'expression du CD11a sur les monocytes (Figure 25) 27294369 (Cette
augmentation de I'adhésion est en partie médiée par le transfert de RANTES/CCL5 260,
Les microparticules produites a partir de plaquettes apoptotiques induisent également
la différentiation des macrophages résidants dans la plaque d’athérosclérose en
phagocytes professionnels 4%4. Cependant, l'injection in vivo d’'un plasma enrichi en
microparticules plaquettaires n’augmente pas I'adhésion des leucocytes in vivo chez des
souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE-/-, modéle d’athérosclérose murin) et
n’augmente pas non plus le développement des plaques d’athérosclérose 188.

Cependant, 'action des microparticules étant surtout dépendante de leur origine
et du stimulus les produisant, les microparticules circulantes peuvent également avoir
des effets anti-inflammatoires. Ainsi, les microparticules d’origine leucocytaire vont
prévenir la réponse inflammatoire des leucocytes exposés aux lipopolysaccarides et
induire la production de TGF-f1 («transforming growth factor »), une cytokine anti-
inflammatoire 150, Cet effet est médié par l'exposition de l'annexine 1 par les
microparticules (protéine anti-inflammatoire) 1990. In vitro, il a également été montré que
les microparticules peuvent étre internalisées par les monocytes et les lymphocytes B

par différents mécanismes et moduler leur activation vers un profil anti-inflammatoire

211,

L’angiogenese est une autre cible des microparticules circulantes. Les

microparticules plaquettaires ne portent pas directement les MMP contrairement aux
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microparticules d’origine endothéliale (voir paragraphe dédié), mais induisent leur
production par les cellules cibles dans le cancer de la prostate 193 ; elles pourraient donc
avoir un effet pro-angiogénique en induisant la dégradation de la matrice extracelluaire.
Un autre type de microparticules participe a l'angiogenese: les microparticules
lymphoides portant le « morphogen sonic hedgehog». Elles stimulent in vitro la
formation de capillaires en augmentant l'adhésion et l'expression de facteurs
proangiogéniques dans les cellules cibles 39°.

La encore, certains types de microparticules vont avoir un effet inverse, anti-
angiogénique. Par exemple, des microparticules lymphocytaires obtenues in vitro,
réduisent la formation de néo-vaisseau dans un modele d’ischémie du membre inférieur

chez la souris 43%. Cet effet semble médié par le stress oxydatif.

Etant donné I'exposition de la phosphatidylsérine et du facteur tissulaire (TF), les
microparticules ont un fort pouvoir pro-thrombotique et pro-coagulant. Elles
fournissent, en effet, des phospholipides anioniques nécessaires a l'activation des
enzymes de la coagulation et augmentent ainsi la génération de thrombine, elles sont
donc tres impliquées dans les mécanismes de thrombose. Les microparticules
circulantes participent a la thrombose grace a 'expression du facteur tissulaire et a
I'interaction du ligand de la P-sélectine présent sur les microparticules et de la P-
sélectine des plaquettes 86133, Les microparticules de monocytes générées in vitro
participent également a 'augmentation du pouvoir pro-thrombotique de I'endothélium

par transfert du facteur tissulaire aux cellules endothéliales 7.

Les microparticules circulantes ont également un role dans la détérioration de la
fonction vasculaire. Ainsi les microparticules isolées de patients souffrant de diverses
pathologies (syndrome coronaire aigu, pré-éclampsie, dysfonction rénale terminale,
syndrome métabolique) entrainent une dysfonction endothéliale aigiie sur des anneaux
aortiques de rats en diminuant la capacité de relaxation a I'acétylcholine 48403, Lorsque
que l'on étudie en détail quel type de microparticules est responsable de cet effet, il
semble que les microparticules endothéliales soient les principaux acteurs (Figure 25),
cependant des études réalisées a partir de microparticules in vitro montrent que les
microparticules de cellules musculaires lisses, de lymphocytes et endothéliales ont le

méme effet 252, Cette dysfonction pourrait étre due a une diminution de la production de
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monoxyde d’azote (NO) (diminution de l'activité de la NOS endothéliale) ou a une
augmentation de 'expression de la cavéoline-1. Les microparticules contribuent aussi a
la production d’anions superoxyde (0?%) par les cellules endothéliales (in vitro et in
vivo); ces anions peuvent découpler la NOS endothéliale et provoquent la
transformation du NO en peroxynitrites 149255 [’utilisation d’antioxydants, tel que
I'enzyme superoxyde dismutase, permet de prévenir cet effet délétere 14°. De plus, les
microparticules érythrocytaires générées par stockage du sang provoquent une
dysfonction endothéliale en accélérant la réaction entre le NO et I'hémoglobine 125, le NO
pouvant se lier au fer de héme. Les patients avec un sepsis sévere présentent un taux de
microparticules circulantes élevé, particulierement riche en microparticules
endothéliales et plaquettaires. De plus, ces microparticules augmentent la contraction
vasculaire en augmentant la production de thromboxane A2 277. Des résultats obtenus in
vitro confirment cette observation en démontrant que les microparticules plaquettaires
peuvent synthétiser le thromboxane A2 et ainsi augmenter la contraction d’arteres
pulmonaires de lapin 310. Cependant, une étude réalisée a partir de microparticules
circulantes issues de patients cirrhotiques montre que le transfert de phospholipides
par les microparticules active la cyclooxygenase-1, produisant des prostanoides
vasodilatateurs qui bloquent alors la réponse vasoconstrictive aux catécholamines,

contribuant de ce fait a I'hyporéactivité vasculaire observée dans cette pathologie 325.

Les microparticules circulantes ont aussi une capacité a induire I'apoptose. En
effet, il a été montré que les microparticules plaquettaires, possédant une activité
NADPH oxydase, produisent des péroxynitrites ce qui induit une apoptose endothéliale
149 Les microparticules issues de monocytes THP-1 ont également un effet pro-

apoptotique sur les cellules endothéliales in vitro 7.
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C.2.2. Les microparticules de plaques

On trouve une grande concentration de microparticules de différentes origines
dans la plaque d’athérosclerose (Figure 24). Ces plaques contiennent majoritairement
des microparticules d’origine leucocytaire, reflétant I'inflammation locale 226. Les effets

de ces microparticules ont également été largement étudiés.
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52%
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27% %

Figure 24 : Diagramme des origines cellulaires des microparticules de plaque d’athérosclérose (Leroyer et al,
2007226)

Tout comme certaines microparticules circulantes, elles vont avoir un effet pro-
inflammatoire. Elles conduisent a une augmentation de I'expression d'ICAM-1 au niveau
endothélial et au recrutement leucocytaire 326. Elles expriment aussi le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II, ainsi que différentes molécules de co-stimulation
comme le CD40 ligand. Elles sont capables d’activer les lymphocytes T, qui a leur tour
activeront les lymphocytes B pour produire des immunoglobulines spécifiquement
dirigées contre les antigenes de la plaque (la phosphatidylcholine ou encore les
lipoprotéines de faible densité (LDL) oxydées)) 227262, Enfin, ces microparticules portent
une enzyme catalytiquement active : 'enzyme de conversion du TNFa (TACE/ADAM17),
ce qui augmente la libération de TNFa au sein de la plaque 57 , renfor¢ant ainsi son

caractere pro-inflammatoire.

Ces microparticules vont aussi contribuer a la formation de néovaisseaux dans la

plaque, la rendant plus vulnérable. Les plaques vulnérables sont caractérisées par une
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abondance accrue de vasa vasorum, ainsi que par de fréquentes hémorragies intra-
plaques. Il a été montré que les microparticules de plaque induisent I'angiogenese in vivo
grace a leur capacité a lier le CD40 endothélial 227. De plus, cette néovascularisation ne
peut se faire que si la matrice extracellulaire est dégradée autorisant l'insertion de
nouvelles cellules endothéliales ; or les microparticules de plaques présentent aussi une
activité protéase de part la présence de TACE/ADAM17 mais également de différentes
métalloprotéinases de matrice (MMP) >7. Elles concourent donc a la I'angiogenese intra-

plaque.

I a été montré que les microparticules de plaque expriment Ila
phosphatidylsérine et fortement le facteur tissulaire 247 et leur capacité thrombogénique
est deux fois plus élevée que celle des microparticules plasmatiques 22¢. Cela leur
confere donc un pouvoir pro-coagulant élevé. Il semble, de plus, que les microparticules

exprimant le facteur tissulaire proviennent des cellules apoptotiques de la plaque 247.
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C.2.3. Les microparticules endothéliales

Parmi les microparticules circulantes et contenues dans la plaque, les
microparticules d’origine endothéliale ont un réle particulier et vont moduler beaucoup
d’effets impliqués dans les pathologies vasculaires (Figure 25).

Grace a 'expression de la phosphatidylsérine, les microparticules endothéliales
peuvent se fixer aux facteurs de coagulation et les activer, conférant ainsi un potentiel
procoagulant aux microparticules. De plus, les microparticules endothéliales présentent
également a leur surface le facteur tissulaire, initiateur de la voie de coagulation
extrinseque °4. La capacité des microparticules endothéliales a induire la génération de
thrombine a été démontrée pour la premiere fois en utilisant des cellules endothéliales
en culture ; un taux élevé de microparticules endothéliales générées in vitro réduit le
temps de coagulation. L’activité thrombogénique des microparticules endothéliales a été
confirmée en montrant que les microparticules endothéliales provoquent la formation
de thrombine de maniére dépendante du facteur tissulaire et déclenchent la formation
du thrombus in vivo 3. De plus, les microparticules endothéliales portant le facteur
tissulaire et exprimant des molécules d’adhésion endothéliales peuvent se lier a d’autres
types cellulaires comme les monocytes et ainsi transférer leur facteur tissulaire actif in
vitro 33% Les microparticules endothéliales peuvent aussi avoir un effet procaogulant
indirect en stimulant I’expression et I'activité FT dans les monocytes 334. Un transfert du
facteur tissulaire des microparticules endothéliales vers les plaquettes pourrait aussi
étre impliqué dans cette réponse procoagulante car ce mécanisme a été démontré pour
les microparticules leucocytaires 111. En exposant la phosphatidylsérine et le facteur
tissulaire, les microparticules endothéliales se comporteraient donc comme un vecteur
biologique contribuant au risque accru de thrombose. Cependant, des études récentes
ont démontré que les microparticules endothéliales peuvent aussi exprimer le récepteur
de la protéine C et ainsi avoir des propriétés anticoagulantes 307.308 suggérant un role de
microparticules endothéliales dans 1’équilibre pro-/anti-coagulation. Enfin, les
microparticules endothéliales se comportent également comme un support pour la
génération de plasmine en exprimant I'activateur de plasminogéene de type urokinase et
son récepteur 217, ce qui leur confere des propriétés fibrinolytiques et un role dans la

dissolution du caillot.
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Tout comme les microparticules leucocytaires et plaquettaires les
microparticules endothéliales participent a I'inflammation en induisant la production de
cytokines inflammatoires, notamment d’IL-6 %6. L’augmentation de I'adhésion est aussi
meédiée par l'acide arachidonique et les phospholipides oxydés présents dans les
microparticules 184, Les cellules endothéliales peuvent également activer les monocytes
par libération de microparticules portant le facteur de von Willebrand. Les
microparticules endothéliales vont également jouer un réle sur la maturation des
cellules dendritiques, induisant la encore la synthese de cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, IL-8) ; cet effet est spécifique des microparticules endothéliales puisque celles
d’origine plaquettaire ou lymphocytaire sont inactives 17. De plus, I'interaction entre des
microparticules endothéliales et des cellules endothéliales « naives » déclenche une
réponse pro-inflammatoire démontrée par une augmentation de I'’expression de 'ARNm
d’'ICAM-1 et par une augmentation de la libération d'ICAM-1 soluble par les cellules
cibles. Cet effet paracrine des microparticules est influencé par les conditions de
génération des microparticules car des microparticules endothéliales provenant de
cellules non stimulées ne provoquent pas une telle augmentation. Ces données
permettent donc d’identifier les microparticules endothéliales comme une cause et une

conséquence de la réponse inflammatoire.

Les microparticules endothéliales sont également produites dans les zones
ischémiques de I'organisme. Leroyer et al ont montré que ces microparticules formées
localement, pouvaient avoir un role pro-angiogénique en augmentant la
revascularisation post-ischémique dans un modele d’ischémie de la patte chez la souris
225, Les microparticules contenues dans la patte ischémique proviennent principalement
des cellules endothéliales et sont capables d’'induire in vitro la différenciation de
progéniteurs endothéliaux en cellules endothéliales et augmentent leur potentiel pro-
angiogénique in vivo. De plus, dans les tissus ischémiques les microparticules peuvent
transférer des ARN messagers des progéniteurs vers les cellules endothéliales
quiescentes, activant ainsi les mécanismes d’angiogenese 114, Les microparticules
portent également des facteurs protéolytiques comme la plasmine, les MMP-2 et 9 ainsi
que la protoenzyme MT1-MMP, cette plasmine active les métalloprotéases de matrice
ou/et d’autres protéases appartenant a la méme famille provoquant ainsi la dégradation

de la matrice interstitielle permettant ainsi la migration cellulaire et la formation de
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nouveaux vaisseaux 217383, Malgré ces effets clairement pro-angiogéniques, il est a noter
que des microparticules endothéliales obtenues in vitro, réduisent la formation de néo-
vaisseau dans un modele d'ischémie du membre inférieur chez la souris 2¢°. Cet effet
semble médié par le stress oxydatif tout comme pour les microparticules

lymphocytaires.

Il a été mentionné que les microparticules circulantes peuvent avoir un effet pro-
apoptotique. De maniére intéressante, il semble que les microparticules endothéliales
puissent jouer un roéle contraire. En effet, les microparticules produites par
I'endothélium peuvent étre un moyen d’évacuer la caspase-3 (qui se retrouve piégée
dans les microparticules), diminuant ainsi le taux intracellulaire et prévenant I'apoptose
de la cellule mere 43. En plus de cela, les microparticules portent également différents
facteurs anti-apoptotiques comme le récepteur de la protéine C ou la protéine C activée
qui ont des effets sur la survie cellulaire par cytoprotection 4°. De plus, les
microparticules endothéliales (obtenues par déprivation) vont étre intégrées dans les
cellules endothéliales par liaison phosphatidylsérine-Annexine 1 et inhiber I'activation

de p38, prévenant I'apoptose 194,
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Figure 25 : Effets délétéres des microparticules endothéliales (adapté de Amabile et al, 201015)
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Enfin, il a été rapporté que les microparticules renferment divers microARN
(matures et immatures) 128187 et le contenu peut étre différent de celui de la cellule mére
en fonction du stimulus, ainsi elles peuvent étre enrichies spécifiquement en un ou
plusieurs microRNA 118, Certains de ces microRNA ont des effets athéro-protecteurs. En
inhibant I'expression de la protéine RGS16 (régulateur de la signalisation de la protéine
G 16), le microARN-126 conduit a 'augmentation de I'expression de CXCR4 et CXCL12.
L’injection de microparticules enrichies en microARN-126 permet donc de limiter la
progression de la taille de la plaque d’athérosclérose, d’augmenter sa stabilité et
d’augmenter le recrutement de progéniteurs Sca-1+ 44>, Les microparticules produites
par les cellules endothéliales soumises a un flux ou surexprimant KLF2 sont enrichies en
microRNA-143/145 et contrdlent 'expression génique des cellules musculaires lisses
sous-jacentes dans un modele de co-culture. Ces microparticules réduisent également la

formation de plaque d’athérosclérose chez des souris ApoE déficientes 174.

Ainsi il est clairement montré dans la littérature, que les microparticules et en
particulier les microparticules endothéliales peuvent aussi bien avoir des effets
déléteres que bénéfiques, tout dépend des stimuli de génération, de la composition
(Figure 26) et du lieu d’action de ces microparticules. Il est important de noter que la
plupart des études montrant les effets des microparticules utilisent des microparticules
générées in vitro par des stimuli parfois loin de la physiologie. L’effet observé est donc a

associer avec le modeéle utilisé.
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Figure 26 : Effet des microparticules en fonction de leur contenu
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C.3. Microparticules et chronologie de I'athérosclérose

Les microparticules circulantes et contenues dans la plaque d’athérosclérose ont
donc des effets biologiques divers, négatifs ou positifs au regard de la pathologie de
I'athérosclérose. Bien que le role de chaque type de microparticules dans le
développement de la pathologie n’ait pas été clairement établj, il est possible d’identifier
leur contribution a chaque étape a partir des différentes études in vitro et in vivo
présentées précédemment. Ce dernier paragraphe résume donc I'implication potentielle

des microparticules a chaque étape de la pathologie.

Tout d’abord, il a été montré dans cette introduction que les facteurs de risques
cardiovasculaires comme la cigarette ou le cholestérol contribue a la production de
microparticules, notamment de microparticules endothéliales. Ces microparticules
apparaissent donc comme un reflet de la souffrance vasculaire mais sont aussi un acteur
de la dysfonction, en inhibant notamment la production de NO par I'endothélium
(microparticules endothéliales et leucocytaires) soit par production de radicaux libres,
soit par surexpression de cavéoline-1 ou encore par diminution de l'expression de la
NOS endothéliale ou de sa phosphorylation. Elles peuvent également agir directement

sur la contraction des cellules musculaires lisses (Figure 27).
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Figure 27 : Etape 1, dysfonction endothéliale (adaptée de Rautou et al 2011327)
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Les microparticules endothéliales peuvent, de plus, contribuer a lI'apoptose
endothéliale ainsi qu’a l'expression de molécules d’adhésion par les cellules
endothéliales et les récepteurs correspondants par les leucocytes. Concernant I'effet des
microparticules circulantes sur la perméabilité, les études sont un peu moins précises
mais il semble y avoir des liens forts entre génération de microparticules et
augmentation de la perméabilité, les deux ayant des effecteurs communs dans la cellule
endothéliale (p38 et ROCK) 96:3953%  Ainsi les microparticules joueraient un role dans
les quatre parametres clé amorcant la formation des plaques d’athérosclérose : perte de
la vasodilatation, augmentation de la mort cellulaire, augmentation du profil pro-
inflammatoire et de la perméabilité (Figure 25).

En deuxiéme lieu, alors que les lipides et les monocytes ont commencé a
s'accumuler dans lintima, les microparticules vont participer a I'amplification du
phénomene. Cette fois-ci, ce sont les microparticules contenues dans la plaque et
principalement générées par les monocytes-macrophages en réponse aux LDL qui vont
augmenter I'expression de molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1, E et P-sélectine) par
les cellules endothéliales (soit par transfert, soit par synthese) et la synthese de

cytokines pro-inflammatoires, induisant un recrutement plus massif (Figure 28).
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Figure 28 : Etape 2, recrutement et progression (adaptée de Rautou et al 2011327)
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Il est a noter que les HDL ont un effet contraire aux LDL sur l'inflammation,
puisqu'’ils vont prévenir l'interaction entre microparticules de lymphocytes T et cellules
endothéliales 58339, Les microparticules peuvent, de plus, induire I'apoptose des
macrophages 185, cependant cet effet n’est pas observé pour des microparticules isolées
de plaques humaines (données non publiées S. Pégorier, Inserm U970 équipel). En
particulier, il semble que les microparticules de lymphocytes T leucémiques (cellules de
jurkat) agissent par transfert de caspase-3 124 et augmentation de lipides intracellulaires
185, Un autre cercle vicieux est alors activé: les macrophages apoptotiques libérent
davantage de microparticules, qui vont avoir un effet paracrine sur les cellules voisines
(Figure 28).

Toujours dans la progression de la plaque, les microparticules (en fonction de
leur origine) vont avoir un effet délétere sur les cellules musculaires lisses en induisant
leur prolifération et leur mort. Bien que ceci n’ai jamais été clairement démontré, les
microparticules de plaques pourraient avoir un rdle dans la migration des cellules
musculaires lisses 226, De méme il serait intéressant de connaitre l'effet des
microparticules de plaque sur le passage du profil contractile au profil sécrétoire de ces
cellules. Enfin, les microparticules de plaque contribuent a la formation de vasa vasorum
intra-plaque par stimulation de I'angiogénese (microparticules CD40L+), rendant celle-
ci plus fragile (Figure 29). La fragilité est également augmentée par effet des

microparticules portant des protéases actives comme TACE/ADAM17 ou MMP 2 et 9.
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Figure 29 : Etape 3, progression et fragilisation (adaptée de Rautou et al 2011327)

Les manifestations cliniques telles que l'infarctus ou l'ischémie du membre
inférieur surviennent lorsque la plaque s’érode ou se rompt. Pour l'instant le role des
microparticules sur I’érosion endothéliale n’a pas été déterminé. On sait simplement que
les microparticules circulantes de diverses origines contribuent a l’apoptose
endothéliale, ceci pouvant provoquer une desquamation endothéliale. Les
microparticules de plaque ont un profil pro-thrombotique bien plus important que les
microparticules circulantes et vont donc avoir un réle d’initiateur de la thrombose
lorsque la plaque se rompt et met en contact microparticules intra-plaques, plaquettes

et microparticules plaquettaires (Figure 30).
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Figure 30 : Etape 4, rupture et thrombose (adaptée de Rautou et al 2011327)

Pour conclure, il est important de souligner les effets bénéfiques de certains types
de microparticules. En effet de part leur potentiel pro-angiogénique, elles vont pouvoir
faciliter la revascularisation post-ischémique. Certaines microparticules portent
également des inhibiteurs de la coagulation et des agents fibrinolitiques, participant a

I'arrét de la thrombose et a la dégradation du thrombus.
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C.4. Microparticules endothéliales et valeur pronostique

Bien que les microparticules endothéliales soient une sous-population mineure
des microparticules circulantes (Figure 20), la variation de leur concentration peut
apporter des informations cliniques importantes aussi bien chez les sujets sains que
chez les patients atteints de troubles cardiovasculaires 78. Chez les patients présentant
une dysfonction endothéliale, les taux de microparticules endothéliales circulantes sont
inversement corrélés a I'amplitude de dilatation induite par le débit, indépendamment
de I'dge et de la pression artérielle du patient 12130423 De plus, une atteinte aigiie de
I'endothélium comme celle induite par le tabagisme passif réduit la fonction
endothéliale et augmente le taux de microparticules endothéliales circulantes chez de
jeunes sujets sains 173. Les microparticules endothéliales apparaissent donc comme un
marqueur de l'activation de I'’endothélium.

On s’intéresse également a des stratégies de multi-marquages combinant les taux
de microparticules endothéliales et ceux de cellules progénitrices endothéliales ; ces
derniers pourraient étre utilisés comme marqueurs intégratifs de la santé vasculaire.
Une modification du rapport des concentrations de microparticules endothéliales
/cellules progénitrices endothéliales serait le reflet d'un déséquilibre entre lésion et
réparation de '’endothélium, ce rapport permettrait d’identifier les patients ayant des
vaisseaux dysfonctionnels 312.333,

Jusqu'ici, seules quelques études ont étudié le role pronostique potentiel de la
mesure de la concentration plasmatique de microparticules endothéliales. Chez des
patients ayant un accident ischémique aigu, le taux de microparticules endothéliales est
associé a la taille de la lésion ainsi qu’au résultat clinique mais aucun suivi n’a été fait
concernant les incidents cliniques 362, Chez des patients souffrant d’hypertension
pulmonaire la concentration circulante de microparticules endothéliales exprimant la E-
sélectine permet de prédire le suivi des malades sur un an 4 Pour les sujets avec un
haut risque de maladie coronaire, le taux basal de microparticules endothéliales
exprimant, cette fois, la VE-cadhérine prédit la survie du patient indépendamment du
score de Framingham, du taux de CRP (protéine réactive C) ou du niveau de peptide
natriurétique BNP 29. Des résultats similaires ont été observés dans le cas de la
défaillance rénale chronique, ou de hauts taux de microparticules endothéliales

CD31+CD41- apparaissent comme facteur prédictif indépendant de la mort
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cardiovasculaire, alors que les autres sous-populations de microparticules plasmatiques
185 n’ont pas cette valeur pronostique. Ces résultats suggérent une utilisation possible du
taux de microparticules endothéliales circulant comme biomarqueur pour Ila

stratification des patients et I'identification des sujets a haut risque cardiovasculaire.
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Travaux de these
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A. Objectifs - Hypotheses de travail

A ce jour, les mécanismes de génération de microparticules endothéliales ont été
essentiellement étudiés in vitro, et impliquent I'activation des caspases et de différentes
kinases (Rho- et MAP-kinase) lors de stimulations pro-inflammatoires (voir Chapitre
B.2.2. page 51) 119, Cependant, on ne connait pas encore les déterminants de la
génération in vivo des microparticules endothéliales, ni les mécanismes mis en jeu.
Notre équipe avait montré il y a quelques années qu'il existait une relation inverse entre
le degré de cisaillement et le taux de microparticules endothéliales circulantes chez des
patients atteints de défaillance rénale terminale*’ et ce, indépendamment de I'age et de
la pression artérielle. Des taux élevés de microparticules épithéliales ont également été
trouvés chez des patients atteints de détresse respiratoire aigue 28, cependant I'influence
de I’étirement excessif sur la production de microparticules n’a pas été clairement établi.
L’ensemble de ces travaux suggere donc que les forces mécaniques (cisaillement,
étirement) pourraient réguler la formation des microparticules endothéliales in vivo.

L’objectif de mes travaux de these a donc été d’étudier l'effet des forces
mécaniques (cisaillement, étirement cyclique) sur la génération de microparticules
endothéliales in vitro et d’en préciser les mécanismes moléculaires impliqués (Articles I
et [I). Dans un deuxiéme temps, j’ai participé a des études portant sur la composition et
'effet biologique des microparticules sur la paroi vasculaire. En effet, si le taux de
microparticules circulantes est un biomarqueur émergent du dysfonctionnement
endothélial, le contenu de ces vésicules membranaires va jouer un réle déterminant
dans leurs effets biologiques. A cet égard, j'ai été amenée a étudier I'effet des contraintes
de cisaillement sur la composition des microparticules, notamment en microRNA
(données actuellement non publiées). J'ai aussi contribué a une étude sur le role
proinflammatoire du transfert d'ICAM1 porté soit par les microparticules endothéliales
(données actuellement non publiées) ou les microparticules de plaque d’athérosclérose

(Article III) vers les cellules endothéliales.
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B. Méthodes Principales

B.1. Culture cellulaire

B.1.1. Culture des cellules endothéliales :

Les cellules endothéliales humaines de cordon ombilical (HUVECs) sont mises en
culture sur support en verre recouvert de gélatine, elles sont utilisées a faibles passages
(1 a 3) et soumises aux différentes contraintes de cisaillement une fois a confluence.

Le choix des HUVECs a été fait car ce sont des cellules humaines, elles ont
I'avantage d’étre facilement cultivables tout en étant une lignée primaire non
immortalisée. De plus bien qu’exprimant quelques marqueurs spécifiques des cellules
endothéliales veineuses, elles expriment aussi les marqueurs classiques endothéliaux
(CD31, CD144, KDR ou le facteur de von Willebrand). La veine ombilicale a pour fonction
I'apport du sang oxygéné au feetus ce qui rend le phénotype endothélial proche de celui
d’'une artere. Enfin, ce type cellulaire a été largement utilisé pour des expériences de
contrainte de cisaillement ce qui permet d’avoir un recul quant aux observations faites.
Enfin, I'utilisation de cellules a un faible passage permet d’avoir une fonction préservée
de voie de la NOS endothéliale. En effet, cette fonction se dégrade rapidement avec le
nombre de passage des cellules 402 en association avec le vieillissement et la

dédifférenciation.
B.1.2. Stimulation par différentes contraintes de cisaillement :

Au laboratoire, le systeme utilisé est une chambre a perfusion paralléle générant
un flux laminaire de différentes intensités en fonction de la vitesse de la pompe?4320, Ce
systéeme se constitue d’'une chambre en plexiglas ou le milieu de culture passe sur la
surface des cellules (Figure 31) a laquelle est relié d’'un coté (sortie) une tubule passant
par une pompe péristaltique et rejoignant un réservoir. Ce réservoir est ensuite

connecté a I'entrée de la chambre 320 (Figure 31).
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Le calcul des contraintes de cisaillement se fait grace a la loi de Poiseuille, comme
pour un vaisseau, mais celle-ci est ici adaptée a une géométrie rectangulaire et non plus
cylindrique :

Tw = (6uQ)/(Wh?)
«Tw», la contrainte de cisaillement: définie a 0, 2 ou 20 dynes/cm? pour nos
expériences.
«u», laviscosité : égale a 0.01 poise (considérée identique a de I’eau)
« Q »,le débit: c’est lui que I'on va calculer pour obtenir une viscosité donnée
« W », la largeur de la chambre : égale a 2,5cm dans notre cas
« h », I'espace entre les cellules et la partie supérieur de la chambre : 0,025cm dans notre
cas.

Ainsi pour obtenir une contrainte de cisaillement de 2dynes/cm?, il faudra
appliquer un débit de 0,0521 cm3/s (soit 3,125 ml/min) et pour une contrainte de
cisaillement de 20dynes/cm?, il faudra appliquer un débit de 0,521 cm3/s (soit
31,25ml/min). Le circuit est placé dans un incubateur humide, 5% de CO2, a 37°C

pendant toute la durée de 'expérience (2, 6, 12, 24 ou 48h).
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Figure 31 : Mécanisme de génération des contraintes de cisaillement.
Les cellules endothéliales confluentes sont soumises a différentes contraintes de cisaillement grace au réglage de la
vitesse de la pompe permettant I'injection de milieu dans la cuve a débit constant.
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B.1.3. Traitement des cellules

Lors de ces expériences, différents inhibiteurs ou agonistes ont été utilisés pour
évaluer la contribution de différentes molécules et voies de signalisation a la production
de microparticules endothéliales. Les traitements utilisés sont appliqués une heure
avant stimulation par les contraintes de cisaillement et pendant toute la durée de
I'expérience pour maintenir linhibition ou l'activation des voies voulues. Les
concentrations utilisées ont été définies grace a des essais de gamme et en accord avec
la bibliographie existante pour obtenir une inhibition ou activation optimale, sans effet
non spécifique (Tableau 5). Les conditions controles ont été réalisées en présence du

véhicule utilisé pour préparer ces inhibiteurs ou agonistes.

Pour certaines expériences, les cellules endothéliales ont également été
transfectées pour introduire soit un siRNA soit un plasmide dans le cytoplasme. Les
siRNA ont été introduits par lipofection dans le but de réprimer l'expression d’'une
protéine cible, ici ABCA1 (Tableau 6). La transfection de plasmide a, quant-a-elle, été
réalisée par électroporation pour permettre la surexpression d'une protéine RhoA

constitutivement active (mutation de la valine en position 14 par une glycine, Tableau 6).
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Molécule Cible Concentration Véhicule
cytochalasinD polymérisation de l'actine 2.5x10-4 mol /L DMSO
L-NAME inhibiteur de NOS 10-5 mol/L DMSO
PD98059 inhibiteur de la phosphorilation de 10-5 mol/L DMSO
ERK1/2
PDTC inhibiteur de NFkB (dissociation / 10-5 mol/L DMSO
translocation noyau)
SB203580 inhibiteur de I'activité de p38 10-5 mol/L DMSO
SNAP donneur de NO 10-5 mol/L H,0
SP600125 inhibiteur de JNK 10-6 mol/L DMSO
T0901317 agoniste de LXR 10-7 mol/L DMSO
Y27632 inhibiteur de ROCK 10-6 mol/L H:0
Z-VAD-FMK inhibiteur pan-caspases 2.10-5 mol/L DMSO
LDL oxydés mime les conditions pro- 25 ug/mL -
athérogenes

Tableau 5 : Liste des agents pharmacologiques utilisés (DMSO = diméthyl sulfoxide)

Concentration Méthode efficacité
siRNA-smart pool
ABCA1 lipofection durant 6h -50%
50nM o L
. cisaillement appliqué
siRNA-smart pool non aprés 24h
codant 0%
Plasmide lug pour Eletroporation en
i 0,
PSG5-RhoA-V14G 500000 cellules 10min +180%
cisaillement appliqué
aprés 48h
lug pour vérification de la
Plasmide vide GFP présence du plasmide +180%

500000 cellules GFP aprés 8h

Tableau 6 : Liste des siRNA et plasmides utilisés
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Les cellules endothéliales sont un type cellulaire relativement difficile a
transfecter. De plus, nous travaillons avec des cellules adhérentes sur une lame de verre
de 18cm?, surface non standard pour les transfections. Des mises au point on donc été
nécessaires pour permettre une transfection optimale.

Pour la lipofection de siRNA, différents agents de lipofection ont été testés a
différentes concentrations. Le milieu de transfection a été optimisé en mélangeant une
milieu de culture endothélial classique (sans antibiotique et sans SVF) et un milieu
spécial transfection (optimem, Gibco). La quantité de siRNA a également été adaptée
pour avoir une réduction maximale de la protéine sans effet du siRNA contréle non

codant.
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Figure 32 : Efficacité de la transfection du siRNA ABCA1
HSS: fortes contraintes de cisaillement, LSS : faibles contraintes de cisaillement. siABCA1 a 50nM, contraintes
appliquées pendant 24h. test de wilcoxon, *p<0.05 (par rapport aux fortes contraintes de cisaillement), $p<0.05 (par
rapport au faibles contraintes d cisaillement avec le siRNA control).

De méme, pour l'électroporation, la quantité de réactif d’électroporation et de

plasmide pour un nombre donné de cellules a été optimisée.
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Figure 33 : Efficacité de la surexpression de RhoA constitutivement active
A. visualisation de la formation de fibre de stress intra-cellulaire (vert: actine polymérisée, rouge: CD31, bleu:
noyau). B. analyse de la surexpression de RhoA et de son activité (P-MYPT1) par western blot. LSS: faibles
contraintes, HSS : fortes contraintes.

Un point crucial pour la bonne réalisation de transfections (lipofection ou
électroporation) avec les HUVECs est leur degré de confluence. En effet, pour une bonne
intégration des liposomes et des plasmides, il est préférable que les cellules soient en
train de proliférer, or il est aussi nécessaire pour nos expériences qu’elles aient atteintes
la confluence avant la perte de l'efficacité du siRNA par dégradation ou la perte du
plasmide par division excessive. La confluence optimale pour la lipofection a pu étre

défini a 75% de confluence, celle pour I'électroporation a 60%.
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B.2. Dosage des microparticules

B.2.1. Isolation des microparticules :

Les microparticules contenues dans le milieu de culture cellulaire sont isolées par
centrifugations successives : une premiere centrifugation a 600g (+4°C) pendant 15 min
permettant d’éliminer les débris cellulaires, puis le surnageant est ultracentrifugé a
20500g (+4°C) pendant 1h30 pour culotter les microparticules. Ces microparticules sont
ressuspendues dans 200ul de milieu filtré 0.1 um pour un volume initial de 2ml,

congelées a -80°C pour conservation avant analyse par cytométrie en flux.
B.2.2. Cytométrie en flux, définition de la zone microparticulaire :

Les microparticules marquées ont été analysées grace a un cytometre en flux
EPICS-XL (Beckman Coulter). La zone correspondant a la taille des microparticules (0.1
a lum) est identifiée dans la fenétre forward scatter (taille des évenements) et side
scatter (granulosité des évenements) grace a l'utilisation de billes de calibration

(Megamix, Biocytex et billes 0.1pm, Invitrogen) (Figure 34).
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Figure 34 : Définition de la zone microparticulaire en cytometrie de flux.

Sur EPIX, la zone correspondant a une taille comprise entre 0.1 et lum a été définis grace a différentes billes de
calibration, permettant d’évaluer en forward scatter (FS log) la limite supérieure et la limite inférieure de cette zone.
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Par la suite les éléments contenus dans cette zone sont analysés en fluorescence
pour évaluer le pourcentage des événements positifs pour les marqueurs utilisés. La
concentration des événements de taille microparticulaire est obtenue grace a I'ajout
d’'une quantité connue de billes de quantification (Flowcount, Beckman Coulter) a
chaque préparation de microparticules. Les résultats sont exprimés en nombre de

microparticules Annexine V+ / uL. ou en nombre de microparticules CD144+ / uL.

B.2.3. Cytométrie en flux, marquage Annexine V :

Les microparticules obtenues sont marquées grace a ’Annexine V (couplé au
fluoroisocyanate (FITC)) dilué dans un tampon (140 mmol/L NaCl, 10mmol/L HEPES,
pH 7.4) avec calcium (CaCl2, 5 mmol/L) pour la liaison spécifique, ou en présence

d’EDTA (éthylene diamine tétra-acétique, 0,3mmol/L) pour le controle négatif.

L’ajout d’EDTA dans le control négatif a été mis en place pour permettre une
meilleure définition de la population de microparticules annexine V positive. En effet, le
calcium présent dans le milieu de culture permettait une liaison partielle de 'annexine V
sur les microparticules dans certaines conditions, ainsi le pourcentage d’évenements
positifs était sous évalué. La concentration de calcium dans le milieu étant connue et une
mole d’EDTA chélatant deux moles de calcium, la concentration d’EDTA nécessaire a été
établie (0,3mmol/L finale) et une gamme autour de cette concentration a été réalisée
pour s’assurer de la diminution du signal spécifique lié a la présence calcium dans le

milieu (Figure 35).
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Figure 35 : Effet de I'ajout d’EDTA sur le marquage non spécifique
La concentration déterminée empiriquement de 0,3mM est bien la concentration optimale permettant la meilleure
réduction du signal 1ié au calcium présent dans le milieu de culture.

Les microparticules ont également été marquées par un anticorps anti-CD144
(« vascular-endothelial cadherin ») pour confirmer les résultats majeurs obtenus in vitro

(Figure 36) et identifier les microparticules d’origine endothéliale in vivo.
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Figure 36 : Marquage CD144 de microparticules générées in vitro
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B.2.4. composition du culot de microparticules :

Cette isolation et cette mesure des microparticules générées in vitro permettent
une analyse uniquement des microparticules, sans contamination par une fraction
exosomale ou une fraction corps apoptotiques. En effet, j’ai montré I'absence de corps
apoptotiques (double marquage Annexine V / iodure de propidium) dans la fraction
microparticulaire issue de nos différentes conditions de cisaillement (Figure 37A et B).
De plus, les éléments contenus dans le culot de microparticules n’expriment pas de
marqueurs exosomaux (TGS101 évalué par western blot, Figure 37C) et le traitement des
cellules par un inhibiteur de la formation des exosomes 388 (GW4869, concentration; un
inhibiteur de sphingomyélinase neutre de type 2) ne diminue pas la production de
microparticules, et semble méme 'augmenter. L’ensemble de ces arguments montre que
les méthodes d’isolation et de mesure que j'ai utilisées ne permettent pas la détection
des exosomes.

Figure 37 : analyse de la composition du culot microparticulaire obtenu apreés centrifugation
A) Quantification des corps apoptotiques (événements AnnV+/IP+) dans la zone microparticulaire. B) Quantification
des corps apoptotiques (événements AnnV+/IP+) dans la zone supérieur a 1um. C) Expression du marqueur TGS101
dans la fraction microparticulaire sous différentes contraintes de cisaillement. D) Effet d’'un inhibiteur de la
production d’exosomes sur le taux de microparticules endothéliales. A, B : N=5, test de wilcoxon, *p<0,05 (comparé au

HSS), $p<0,05 (comparé au LSS), #p<0,05 (comparé au static). C, D N=4. LSS: faibles contraintes, HSS: fortes
containtes
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B.3. Analyse des voix de signalisation intracellulaire

B.3.1. Analyse des protéines

Dans le but d’identifier les protéines modulées (activité ou expression) par les
différentes contraintes de cisaillement et responsables de la vésiculation endothéliale,

les cellules endothéliales ont été lysées et analysées par western blot (Tableau 7).

Anticorps Protéine cible Poids moléculaire (kD)
Anti-P-ERK1/2 ERK1/2 phosphorylé en Thr202/Tyr204 42-44
Anti-ERK1/2 ERK1/2 totale 42-44
Anti-P-MLC MLC2 phosphorylé en ser19 18
MLC MLC2 totale 18
Anti-P-MYPT1 MYPT1 phosphorylé en Thr696 140
Anti-ABCA1 ABCA1 totale 250
Anti-Scramblasel Scramblasel totale 35
Anti-aFodrin aFodrine totale 240
Anti-calpainD1 uCalpaine totale 82
Anti-CalpainD4 uCalpaine cleavée 82 + formes clivées
Anti-RhoA RhoA totale 21
Anti-GAPDH GAPDH totale (protéine control) 37

Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés en western blot

B.3.2. Analyse de I'’ARN messager

Enfin, la régulation de I’ARN messager d’ABCA1 a été évaluée par qPCR (Tableau
8). Le traitement des cellules par du TO901317 (agoniste de LXR conduisant a
I'augmentation de la transcription d’ABCA1) a permis d’avoir un contrdle positf. La

spécificité des primers a été vérifiée grace a la courbe de fusion (un seul amplicon) et a
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la vérification de la taille de I'amplicon obtenu. L'Ubiquitine C a été choisie comme

ARNm rapporteur pour sa stabilité d’expression dans les HUVECs 3°°.

nom séquences
ABCA1 forward GAGACTAACCAGGCAATCCG
ABCA1 reverse GCTTGTTCAGGTTGACACACT
UbiC forward ACATTGGTCCTGCGCTTGA
UbiC reverse TTTTGCGAATGCAACAACTTT

Tableau 8 : Séquences des amorces qPCR
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C. Résultats

C.1. Travaux 1: Etirement cyclique et microparticules

endothéliales

ARTICLE 1: « Mechanical forces stimulate endothelial microparticle generation via

caspase-dependent apoptosis-independent mechanism »

Dans cette premiere étude nous nous sommes intéressés a la contribution de
I'étirement cyclique dans la production de microparticules endothéliales. Ces travaux
ont été menés en collaboration avec I'équipe du Dr. Birukov a Chicago travaillant sur la
régulation de la perméabilité vasculaire dans le poumon en condition physiologique et
pathologique, notamment suite a une atteinte pulmonaire due a une ventilation
mécanique. Dans ces conditions, l’étirement cyclique excessif est le principal
responsable de I'activation pro-inflammatoire de I'’endothélium et de I'augmentation de
la perméabilité. Les microparticules endothéliales étant un marqueur de l'activation et
de l'atteinte endothéliale dans de nombreuses pathologies, la question de l'effet de
'étirement cyclique sur la production de microparticules endothéliales se posait donc.
Des cellules endothéliales d’arteres pulmonaires humaines ont été soumises a différents
degrés d’étirements cycliques (0, 5, 18%) pendant différents temps (6-24h). L’étirement
excessif conduit a l'activation de nombreuses voies connues pour participer a la
formations de microparticules dans d’autres conditions (remodelage du cytosquelette,
expression de facteurs pro-inflammatoires) et est généralement accompagné d’une
inflammation locale ; c’est pourquoi différents inhibiteurs et stimuli inflammatoires ont
été utilisés dans le but d’identifier les mécanismes intracellulaires mis en jeu.

Tout d’abord, nous avons pu montrer que I'étirement a un niveau pathologique
induit une production de microparticules endothéliales (taux de microparticules
doublé) alors que I'étirement physiologique n’induit pas une augmentation significative.
Cet effet a été observé a la fois par quantification des microparticules grace a un
marquage par 'annexine V ou par le CD144.

Dans le but de mimer les conditions inflammatoires locales, les cellules ont été

ensuite traitées par du LPS ou de la thrombine en association avec le stimulus
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mécanique. De maniere surprenante, ces deux molécules n’ont aucun effet sur la
production de microparticules endothéliales, aussi bien sous étirement pathologique
que physiologique.

Comme je l'ai détaillé dans l'introduction, un étirement excessif induit la
formation de fibres de stress intracellulaires par activation de la voie Rho kinase, et
cette activation est potentialisée par certains agonistes comme la thrombine.
L’organisation du cytosquelette au niveau de la membrane étant un point important
dans la formation des microparticules, I'effet d’'un inhibiteur de la voie Rho kinase a été
testé tout comme l'effet d’'un inhibiteur de calpaines (protéase impliquée dans la
vésiculation plaquettaire et activée par I'étirement cyclique). Aucun de ces inhibiteurs
n’a d’effet sur la production de microparticules et ce, quelques soient les conditions de
stimulation (statique, 5%, 18% avec ou sans thrombine). Enfin, il a été possible
d’identifier un des effecteurs responsables de la production de microparticules
endothéliales : les caspases. En effet, bien que I'étirement excessif ne conduise pas a une
apoptose significative, l'inhibition des caspases réduit significativement le taux de
microparticules endothéliales sous étirement excessif pour le ramener a un taux observé
en condition physiologique.

Cette étude a donc permis d’identifier I'étirement cyclique comme un des
régulateurs de la production de microparticules endothéliales. Nous avons également pu
mettre en évidence que ce mécanisme est régulé par les caspases, indépendamment de
I'apoptose et que malgré une activation soutenue de Rho dans nos conditions, cette
protéine ne participe pas a la régulation de la production de microparticules. De
nombreux points restent encore a étudier dans ce modele, notamment I'effet de ces
microparticules au niveau local, par exemple dans la régulation de la perméabilité
vasculaire ou du recrutement des cellules inflammatoires, et au niveau systémique dans

la transmission de signaux aux organes distants.
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Abstract

Microparticle release by vascular endothelium has been implicated in various
cardiovascular pathologies. Ventilator-induced lung injury (VILI) is a life-threatening
complication of mechanical ventilation at high tidal volumes associated with
excessive mechanical stretch of pulmonary vascular endothelial cells. However, a
role of VILI-relevant levels of cyclic stretch in microparticle generation by vascular
endothelium remains unknown. We report microparticle formation by human
pulmonary endothelial cells exposed to pathologic, but not physiologic levels of
mechanical stress. Stretch-induced microparticle generation was not affected by cell
co-treatment with inflammatory agents thrombin or bacterial wall lipopolysacharide.
Both, the basal and pathologic cyclic stretch-induced microparticle production was
not affected by Rho kinase and calpain inhibitors, but was abolished by caspase
inhibitor. In contrast to lipopolysacharide, pathologic mechanical strain did not
significantly induce apoptosis in pulmonary endothelial cells. These results show for
the first time that mechanical strain of pulmonary endothelial cells at levels relevant
to high tidal volume mechanical ventilation is a potent activator of microparticle
formation, which requires caspase activity, but this mechanism is independent of
apoptosis. These results suggest a novel mechanism which may contribute to VILI-

associated vascular dysfunction.
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Introduction
Ventilator induced lung injury (VILI) is a serious condition with high mortality rates
and lack of effective therapeutic treatment 2*°. VILI is triggered by excessive
mechanical stimulation of lung tissue accompanied by endothelial dysfunction and
increased vascular leak 2. Previous studies demonstrate exacerbation of
endothelial inflammatory activation and agonist-induced vascular permeability by
pathologic mechanical stretch 2°®. However, entire pathologic mechanisms induced
by high magnitude cyclic stretch (CS) remain to be better characterized.
Microparticles (MP) are membrane fragments shed mainly from cell surfaces
of activated, injured or apoptotic platelets, blood cells and vascular endothelium.
Increased levels of circulating MP have been found in blood and vascular

1528119 " |ncreased MP

pathologies, as well as organ (heart, kidney) dysfunctions
formation by lung epithelial lining has been recently described in the lungs of patients
with acute respiratory distress syndrome 2. Increased MP levels serve as prognostic
tool in a number of cardiovascular pathologies '°, but MP also possess biological
activities and may exacerbate existing pathological conditions by promoting
inflammatory processes and stimulating intravascular blood coagulation 22", The
role of pathologic mechanical stretch in MP release by vascular endothelium remains
unknown.

This study tested the hypothesis that excessive mechanical stretch associated
with suboptimal mechanical ventilation may stimulate MP formation by lung vascular
endothelium. We also examined combined effects of CS and agonist stimulation on
MP formation and investigated the mechanisms involved in increased MP production
by pathologic magnitudes of cyclic stretch.

Materials and Methods.

Cell culture and reagents. Human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC) and
cell culture basal medium with growth supplements were obtained from Lonza
(Allendale, NJ). Cells were cultured according to the manufacturer’s protocol, and
used at passages 5-8.Caspase inhibitor Z-VAD, Rho-kinase inhibitor Y-27632, and
calpain protease inhibitor calpeptin were purchased from Bachem Bioscience (King
of Prussia, PA). Unless specified, biochemical reagents were obtained from Sigma
(St. Louis, MO).
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Cell culture under cyclic stretch and microparticle collection. Cyclic stretch
experiments were performed using FX-4000T Flexcell Tension Plus system (Flexcell
International, McKeesport, PA) as described 37,384 Experiments were performed in
the presence of culture medium containing 2% fetal bovine serum pre-filtered through
0.2 uM sterile nylon filters. HPAEC were seeded at standard densities (8x10°
cells/well) onto collagen I-coated flexible bottom BioFlex plates. Both static HPAEC
cultures and cells exposed to CS were seeded onto identical plates to ensure
standard culture conditions. After 48 hrs of culture, each plate was gently washed
with the EGM medium pre-filtered through the 0.2 um sterile filter, and 1.5 ml of EGM
medium containing 2% FCS filtered through the 0.2 um sterile filter was added to
each well. Experimental plates with EC monolayers were mounted onto Flexcell
system and exposed to CS of desired magnitude (5% or 18% elongation) and
duration (6-24 hrs). Control BioFlex plates with static EC culture were be placed in
the same cell culture incubator. When necessary, static controls and CS-exposed
HPAEC were treated with thrombin and incubated for 6 hrs or 24 hrs of continuous
exposure to both stimuli. At the end of experiment, conditioned media were collected,
centrifuged (2,500 g, 10 min, +4C) to sediment cell debris; MP from clarified
supernatants were further concentrated by centrifugation (20,000 g, 30 min, +4C)
and used for FACS analysis.

Characterization and quantitation of microparticles by FACS analysis.

MPs were labelled either annexin-V coupled to fluorescein isothiocyanate (FITC) in
calcium-dependent manner, and analyzed by flow cytometry (EPICS XL, Beckman
Coulter; Brea, CA) as previously described '?. For some experiments, MPs were also
labeled with VE-cadherin antibody coupled to phycoerythrin (CD144-PE,
Immunotech; Marseille, France) or isotypic control. Events less than 1um diameter
were identified in forward scatter and side scatter intensity dot representation, in
comparison with fluorescent microbeads (0.5, 0.9 and 3 uym in diameter; Megamix
Biocytex; Marseille, France). MPs were defined as elements with a size less than 1
um and greater than 0.1 ym that were positively labeled with FITC-Annexin V or VE-
cadherin. Under the present experimental conditions, annexinV labeled over 96% of
events in the microparticle gate defined as described above. Presence of apoptotic
bodies was assessed as described in '®° by annexin-V and propidium iodine labeling
of events larger than 1 micron and therefore were not included in MP quantification.
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Levels of apoptotic bodies were at least 50-fold less than levels of annexin-V+ MPs in
the different experimental conditions.

TUNNEL Assay. Endothelial cells (HPAEC) on 6-wells bioflex plates were exposed to
static culture (no CS) or pathologic CS (18%) for 24 hr £ 100pM ZVAD or 200 ng/ml
LPS. Cells were trypsinized and fixed with 2% PFA for 60 minutes at room
temperature. Cells were then washed with PBS and permeabilized with 0.1% triton X
for 2 minutes at 4°C. Enzyme terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) and
fluorescein labeled nucleotide polymers were added for 60 minutes at 37°C. Mean
fluorescent intensity was then measured by flow cytometry.

Statistical analysis. Results are expressed as means = SD of three to six
independent experiments. Stimulated samples were compared to controls by
unpaired Student’s t-test. For multiple-group comparisons, a one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by the post hoc Tukey test, were used. P<0.05 was
considered statistically significant.
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Results

Mechanical strain induces MP formation by HPAEC in an amplitude- and time-
dependent manner.

Endothelial cells were cultured at static conditions exposed to 5% CS or 18% CS for
up to 24 hrs. These amplitudes recapitulate clinical scenarios of mechanical
ventilation at low and high tidal volumes *°. MPs released by static and CS-stimulated
HPAEC were quantified as AnnexinV+ or VE-cadherin+ events. AnnexinV+MP
production was significantly increased after 24 hrs of 18% CS exposure (Figure 1A).
In turn, MP production by HPAEC exposed to 5% CS was not statistically different in
comparison to static HPAEC cultures. Similar findings were obtained with VE-
cadherin labeling: 18% cyclic stretch increased VE-cadherin+ microparticle
production by 5-fold (from 14+4 to 82+7 CD144+EMP/ microL ; n=3). E-selectin-
positive MPs were below detection levels in these experimental conditions. These
findings also confirm previous reports showing that cyclic stretch does not stimulate

E-selectin mRNA expression in cultured endothelial cells *°.

Thrombin or LPS do not increase MP formation in static or CS-preconditioned
HPAEC.

Synergistic interactions between inflammatory mediators and pathologic mechanical
stimulation are essential factors contributing to the two-hit model of acute lung injury
and acute respiratory distress syndrome '*2. These conditions were recapitulated in
experiments with HPAEC exposed to 18% CS in the presence of inflammatory
mediators thrombin or LPS.

Thrombin did not significantly affect MP production by both, static and 18%
CS-stimulated HPAEC (Figure 1B). Stimulation of static or 18% CS-exposed cells
with LPS during 6 hrs also did not cause significant activation of MP formation.
Pronounced activation of MP production caused by 18% CS was not further affected
by HPAEC co-treatment with LPS (Figure 1C). Similar findings were obtained for VE-
cadherin+ MPs. Exposure to LPS did not modify the release of VE-cadherin+ MPs
either under our basal conditions (control : 14+4 ; LPS : 14+1 CD144+MPs/microL ;
n=3), or following exposure to 18% cyclic stretch (18% CS: 82+7 ; LPS+18% CS:
68+10 CD144+MPs/microL; n=3). Taken altogether, these results show that
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thrombin and LPS are not potent activators of MP production by HPAEC in
comparison to pathologic mechanical stretch.

Inhibitory analysis of pathways involved in CS-induced MP production.
Several mechanisms mediate MP production by different cell types 33636343
Pretreatment of HPAEC with Rho kinase inhibitor Y-27632 or calpain inhibitor
calpeptin did not alter CS-induced MP production, but this effect was suppressed by
pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK (Figure 2A). Similar inhibitory experiments of Z-
VAD-FMK on MP production were observed in HPAEC exposed to 18% CS and
thrombin, while Y-27632 was without effect on MP generation (Figure 2B). Z-VAD-
FMK also decreased basal levels of MP production in static cells and in HPAEC
exposed to 5% CS (Figure 2C).

To examine relation between CS-induced MP production and development of
apoptosis, we evaluated apoptotic rates in static, LPS-stimulated, and CS-
preconditioned HPAEC by TUNNEL assay. Effects of 18% CS on HPAEC apoptosis
were negligible in comparison to apoptosis induced by LPS (Figure 3). Application of
pathologic stretch did not further increase LPS-induced apoptosis.
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Discussion

Microparticles become increasingly recognized as indicators of tissue injury,
inflammation, as well as a prognostic tool in certain pathologies. However, direct
effects of mechanical stretch associated with ventilator induced lung injury on MP
formation by pulmonary endothelium have not been yet explored. This study
demonstrates for the first time that pathologic, but not physiologic CS is a potent
activator of MP production by pulmonary endothelium.

Although various potential mechanisms of MP generation have been
described, each mechanism appears to be specific to particular cell type or
pathogenic stimulus. Activation of intracellular protease calpain led to rapid
stimulation of MP production by platelets and involved degradation of actin-binding
protein responsible for regulation of cortical actin meshwork “*®. In this study,
inhibition of calpain activity did not affect MP production by pulmonary endothelial
cells exposed to pathologic CS.

Thrombin-induced activation of RhoA GTPase and Rho kinase was shown to
stimulate MP production by microvascular endothelium **. Rho signaling is also
involved in pathologic responses by pulmonary EC exposed to cyclic stretch at VILI-
relevant amplitude. Rho signaling is further potentiated by combination of pathologic

CS and agonist stimulation 3%4°

. Interestingly, this study demonstrates that Rho
kinase mechanism was not involved in CS-induced MP production by human
pulmonary macrovascular endothelium. Furthermore, addition of thrombin to 18%
CS-exposed EC at a concentration sufficient to induce permeability response in static
culture and enhance endothelial cell barrier disruption and Rho activity under
pathologic cyclic stretch *° also did not affect the MP production caused by 18% CS.
These intriguing differences may be explained by cell type- or model-specific
variations and potential interplay of Rho kinase with other signaling pathways
involved in thrombin-induced MP production.

In contrast, CS-induced MP production was suppressed by pan-caspase
inhibitor ZVAD-FMK. Interestingly, Rho kinase mediated thrombin-induced MP
production in microvascular EC, but was also dependent on caspase activity, while in
our studies Rho kinase inhibition did not prevent CS-induced MP generation, which
was mainly regulated by caspase mechanism. These data suggest that caspase
activation may trigger both, Rho-dependent and Rho-independent mechanisms of
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MP production, which may be dictated by cell type and specific pathologic
stimulation.

Potent inhibitory effects of ZVAD may suggest apoptotic mechanism of CS-
induced MP production. Furthermore, measurable levels of MPs expressing
phosphatidylserine and labeling AnnexinV can be detected under the present

195

experimental conditions and could reflect endothelial apoptosis . However,

previous studies noted modest effects of CS on apoptotic rates 3"24%-318

, Which are
consistent with results of this study. Interestingly, LPS which caused pronounced
endothelial cell apoptosis, showed no significant effects on MP production in our
model (Figure 2D). These data strongly suggest that caspase-dependent mechanism
of CS-induced MP generation by pulmonary endothelium is independent on apoptotic
pathway, as it has been reported earlier for thrombin-induced endothelial MP release
3% Collectively, these data support emerging role of caspase activities in non-
apoptotic cellular functions ° and suggest a novel non-apoptotic function for caspase
signaling in CS-induced MP production.

Endothelium-derived MP have been recognized as important signal
transmitters, which may act as both pro- and anti-inflammatory stimuli, exhibit

2 or be involved in communication between different cell

prothrombotic activity 2’
types 2. We might speculate that MP generated locally by the lung endothelium as
result of suboptimal mechanical ventilation may transmit pathological signals distantly
and thus contribute to generalized responses to mechanical ventilation known as
multiple organ dysfunction syndrome. Alternatively, measuring circulating MPs could
be a potential biomarker of endothelial injury in VILI. These potentially important

mechanisms require further investigation to test these hypothesis.
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Figure Legends

Vion et al., Figure 1
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Figure 1. Effects of cyclic stretch, thrombin and LPS on microparticle
generation by human pulmonary artey endothelial cells. HPAEC were exposed
to 6 hrs (C) or 24 hrs (A-C) of CS at 5% or 18% elongation. A — MP formation by
HPAEC exposed to 5% CS and 18% CS. B — HPAEC were treated with thrombin
(0.3 U/ml) 10 min prior to 18% CS exposure. D — HPAEC were treated with vehicle or
LPS (200 ng/ml) 10 min prior to CS exposure. Static cultures were used as controls.
*P<0.05.
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Vion et al., Figure 2
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Figure 2. Mechanisms of CS-induced MP generation.

A - HPAEC pretreated with vehicle, Y-27632 (5 uM), Z-VAD-FMK (10 uM), or
calpeptin (100 uM) were cultured under static conditions or exposed to 18% CS (24
hrs). B - HPAEC pretreated with vehicle, Y-27632 or Z-VAD-FMK in the presence of
thrombin (0.3 U/ml) were cultured under static conditions or exposed to 18% CS (24
hrs). C - HPAEC with or without Z-VAD-FMK pretreatment were exposed to static
conditions, 18% CS or 5% CS (24 hrs). D - HPAEC were pretreated for 30 min with
Z-VAD-FMK prior to 18% CS or LPS treatment. Apoptosis was evaluated by
TUNNEL assay.
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Vion et al., Figure 3
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Figure 3. Effects of 18% CS on HPAEC apoptosis.
HPAEC were pretreated for 30 min with Z-VAD-FMK (10 uM) prior to 18% CS or LPS

(200 ng/ml) stimulation for 24 hrs. Apoptosis was evaluated by TUNNEL assay.
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C.2. Travaux 2: Contraintes de cisaillement et
microparticules endothéliales

ARTICLE 2 : « Shear stress regulates endothelial microparticle release »

Cette seconde étude est I'objet principal de cette these. Cette fois c’est I'effet des
contraintes de cisaillement sur la production de microparticules qui a été analysé.
L’'intérét que nous avons porté aux contraintes de cisaillement provient de deux
observations : premiérement, les faibles contraintes de cisaillement sont connues pour
activer I'endothélium dans les arteres de gros calibre, participant a la formation de
plaques d’athérosclérose ; deuxiemement, une étude menée dans notre équipe a pu
mettre en évidence une relation inverse entre taux de microparticules endothéliales
circulantes et taux de cisaillement dans l'artére brachiale dans une population
particuliere de patients souffrants d’'une dysfonction rénale terminale. Ainsi ’hypothese
selon laquelle les contraintes de cisaillement pourraient directement moduler la
production de microparticules endothéliales a été émise.

La relation précédente ayant été obtenue sur un groupe de patients tres
particuliers, présentant une pathologie lourde, nous avons d’abord voulu confirmer qu'il
existait une association entre les taux plasmatiques de microparticules endothéliales et
le cisaillement basal dans un groupe de sujets asymptomatiques avec facteurs de risques
cardiovasculaires. Ainsi nous avons évalué le taux de différentes sous-populations de
microparticules circulantes chez 74 patients suivi en prévention primaire au Centre de
Médecine Préventive Cardiovasculaire de I'HEGP. Seules les microparticules CD144
positives (microparticules endothéliales) montrent une relation inverse avec les taux de
cisaillement, les microparticules leucocytaires ou plaquettaires (CD11a et CD41) ne
montrant aucune relation et les microparticules érythrocytaires (CD235a) étant
associées positivement avec le taux de cisaillement.

Sachant que la relation existait chez des sujet sains, I’étape suivante était d’établir
un causalité entre niveau de contrainte de cisaillement et production de microparticules
ainsi que d'en comprendre les mécanismes intra-cellulaires responsables. Pour cela je
dispose au laboratoire d’'un systéme de génération de flux in vitro. Ce systéme nous

permet de reproduire les effets principaux des contraintes de cisaillement, un
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alignement des cellules dans le sens du flux et pas d’apoptose sous fortes contraintes ;
une perte de cet alignement et une augmentation de I'apoptose (sans étre majeure) sous
faibles contraintes. Dans un premier temps, j'ai démontré que de faibles contraintes de
cisaillement conduit a une augmentation de 3 fois du taux de microparticules dans le
milieu de culture par comparaison aux fortes contraintes de cisaillement. De plus,
I'observation des cellules par microscopie électronique a transmission a permis de
mettre en évidence que la membrane plasmique des cellules soumises a de faibles
contraintes de cisaillement présente de nombreuses déformations et bourgeonnements
membranaires, contrairement a la membrane des cellules sous fortes contraintes qui
apparait tres réguliere.

Sachant que I'apoptose endothéliale est augmentée sous faibles contraintes de
cisaillement 122, notre premiere hypothese a été que I'apoptose induisait la libération de
microparticules endothéliales. Cependant I'inhibition de caspases ne diminue pas le taux
de microparticules endothéliales sous faibles contraintes de cisaillement alors qu’en
condition statique le taux est diminué de 40%. Suite a cela, je me suis intéressée a
d’autres molécules connues pour étre impliquées dans la production de microparticules.
J'ai d’abord écarté la possibilité d'implication des calpaines, puisque leur activité n’est
pas modulée par les contraintes de cisaillement. Je me suis ensuite intéressée a
différentes protéines kinases : ROCK (« rho associated kinase »), ERK1/2, p38, JNK et au
facteur de transcription NFxB. Aucun des inhibiteurs pharmacologiques visant ces
différentes voies n’'a eu d’effet sur la génération de microparticules en condition
statique. En revanche, sous conditions pro-inflammatoires (IL-1, TNFa) j’ai retrouvé un
effet de l'inhibiteur de p38 ainsi que de l'inhibiteur de NFkB déja décrit dans la
littérature ¢, les deux contribuant a une baisse de 50 et 40% du taux de microparticules
respectivement. Au contraire, p38 et NFkB ne participent pas a la production de
microparticules sous faibles contraintes de cisaillement, seuls les inhibiteurs de ERK1/2
et ROCK réduisaient le taux de microparticules. L'étude des phosphorylations de
ERK1/2 et de MLC, un substrat direct de ROCK, dans ces différentes conditions a permis
de mettre en avant que l'activité de ROCK et ERK1/2 est augmentée par les faibles
contraintes de cisaillement en comparaison aux fortes contraintes, les deux effecteurs
agissent en cascades puisque l'inhibition de ROCK abolissait la phophorylation de
ERK1/2. Enfin, jai montré que la production de microparticules endothéliales est

augmentée dans des cellules transfectées avec un plasmide codant pour une protéine
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RhoA constitutivement active (effecteur amont de ROCK) gracieusement fourni par le Dr
Gervaise Loirand (Inserm UMR 1087, Nantes), confirmant ainsi I'implication de la voie
RhoA-ROCK dans la production de microparticules endothéliales.

Sachant que ces effecteurs sont des régulateurs majeurs de la formation de fibres
de stress, j’ai ensuite évalué le role de I'organisation du cytosquelette endothélial dans la
production de microparticules. J'ai ainsi montré que les faibles contraintes de
cisaillement induisent non seulement une augmentation des fibres de stress intra-
cellulaires, mais aussi une délocalisation de l'actine de la membrane plasmatique,
rendant celle-ci plus propice aux déformations nécessaires a la vésiculation. Cet effet est
meédié par 'activation de RhoA, ROCK et ERK1/2.

Une autre facon d’aborder la différence entre le taux de microparticules et
contraintes de cisaillement est de se demander, non pas pourquoi les faibles contraintes
de cisaillement induisent la production de microparticules, mais pourquoi les fortes
contraintes sont protectrices. Un premier élément de réponse est que les mécanismes
activés sous faibles contraintes de cisaillement sont réprimés. En effet, I'activation de
RhoA, ROCK et ERK1/2 est moins importante dans les cellules sous fortes contraintes,
favorisant ainsi la présence d’actine polymérisée a la membrane plasmatique et
stabilisant cette membrane. Cependant, les fortes contraintes de cisaillement sont
connues pour activer des voies spécifiques comme la production de monoxyde d’azote
(NO). Mon hypotheése suivante a donc été que le NO jouerait un role bénéfique sur la
libération des microparticules. Sous fortes contraintes de cisaillement, j'ai observé que
I'inhibition de la synthétase d’oxyde nitrique endothéliale (eNOS) induit une
augmentation importante du taux de microparticules, alors que I'ajout d’'un donneur de
NO sous faibles contraintes de cisaillement le réduit. J’ai, de plus, montré que, dans notre
modele, 'activité de la eNOS n’influe pas sur l'activité de ROCK et de ERK1/2, mais
qu’elle participe activement a la structure du cytosquelette puisque l'inhibition de la
eNOS diminuait la présence d’actine a la membrane plasmatique.

Enfin, j’ai également montré que les contraintes de cisaillement régulaient
I'expression de deux molécules responsables de I'externalisation de Ila
phosphatidylserine : la scramblase-1 et ABCA1l. En effet, 'expression de ces deux
protéines est augmentée par les faibles contraintes de cisaillement. J'ai aussi observé
que 'expression d’ABCA1 est régulée par la production de NO au niveau de son ARN

messager alors que ce n’est pas le cas pour la scramblase-1. De plus, j'ai montré que
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I'augmentation de I'expression d’ABCA1 sous fortes contraintes de cisaillement entraine
une augmentation du taux de microparticules et que la perte d’expression sous faibles
contraintes, a I'aide d’'un siARN-ABCA1, prévient la vésiculation.

L’ensemble de ce travail a donc permis d’identifier les contraintes de cisaillement
comme stimuli permettant de réguler la production de microparticules endothéliales in
vivo. Contrairement a ce que suggerent certaines études sur les mécanismes de
production de microparticules in vitro sous stimuli pro-inflammatoires, nous montrons
ici qu'un stimulus physiopathologique (faible contrainte de cisaillement) induit la
formation de microparticules indépendamment de l'apoptose et de l'activation des
caspases, suggérant que le phénomene releve plus d’'une activation que d’'une mort
cellulaire, bien que I'apoptose endothéliale soit augmentée dans les conditions de faibles
cisaillements. Le remodelage du cytosquelette et I’externalisation de 1la
phophatidylserine sont les composantes majeures de cette vésiculation grace a l'activité

de la voie RhoA-ROCK-ERK1/2 et la surexpression d’ABCA1.
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ABSTRACT

Endothelial activation and apoptosis release membrane-shed microparticles (EMP) that
emerge as important biological effectors. As laminar shear stress (SS) is a major physiological
regulator of endothelial survival, we tested the hypothesis that SS regulates EMP release.

Plasma CD144+EMP levels were inversely correlated with basal shear rate in asymptomatic
healthy subjects. In vitro, EMP levels quantified by flow cytometry in medium of endothelial cells
subjected to low or high SS (2 and 20 dyne/cm?) augmented with time in low- compared to high-SS
conditions. This effect was sensitive to ERK1/2 and ROCK inhibitors, but unaffected by caspases
inhibitors. Low SS-stimulated EMP release was associated with increased endothelial ROCK and
ERK1/2 activities and cytoskeletal reorganization. Overexpression of constitutively active RhoA
stimulated EMP release under high SS. We also examined the effect of nitric oxide (NO) in mediating
SS effects. L-NAME increased high SS-induced EMP levels by 3-fold, whereas the NO donor SNAP
decreased it. L-NAME and SNAP did not affect ROCK and ERK1/2 activities. Then, we investigated
NO effect on membrane remodelling as microparticle release is abolished in ABCA 1-deficient cells.
ABCA1 expression, which was greater under low SS than under high SS, was augmented by L-NAME
under high SS and decreased by SNAP under low SS conditions.

Altogether, these results demonstrate that sustained atheroprone low SS stimulates EMP
release through activation of ROCK and ERK1/2 pathways, whereas atheroprotective high SS limits
EMP release in a NO-dependent regulation of ABCA1 expression and of cytoskeletal reorganization.

These findings therefore identify endothelial SS as a physiological regulator of microparticle release.



INTRODUCTION

Hemodynamic forces are the major determinant of atherosclerotic plaque localization. Shear
stress (SS), a mechanical force generated by blood flow on the vascular endothelial cells, plays a
fundamental role in regulating the phenotype of the endothelium. Plaques form preferentially at areas
where blood flow is low and oscillatory such as arterial bifurcations or curvatures, whereas blood
vessels exposed to high laminar shear stress are less prone to develop atherosclerotic plaques (1). The
atheroprotective effect of shear stress on endothelial cells is largely explained by the local release of
nitric oxide (NO), an important mediator, which reduces endothelial permeability, leukocyte adhesion
and increases endothelial survival (2-4).

Microparticles (MPs) are submicron membrane vesicles (0.1 to 1 um) released upon cell
activation or apoptosis. They are characterized by the exposure of negatively charged phospholipids
such as phosphatidylserine on their outer membrane leaflet following loss of membrane asymmetry
(5). Phosphatidylserine externalization contributes to MP procoagulant potential. MPs found in human
plasma originate from different cell types, mainly platelets, leukocytes and red blood cells, but also
from endothelial cells (6). Endothelial microparticles (EMPs) have been identified as a marker of
endothelial dysfunction and as a marker of systemic vascular remodelling (7). So far, the patho-
physiological mechanisms regulating EMP formation in vivo remain unknown. /n vitro, endothelial
apoptosis and activation by pro-inflammatory mediators increase EMP basal release by activating
either caspase-, Rho-kinase- or MAPkinase-dependent pathways (7). Since low shear stress is an
important determinant of endothelial apoptosis in vivo, we hypothesized that different shear stress
levels might regulate in vivo endothelial vesiculation (8). The aim of this study was therefore to
evaluate the effects of shear stress on EMP release.

We first investigated whether or not EMP plasma levels associate with arterial shear rate, the
major determinant of shear stress, in healthy subjects presenting at least one cardiovascular risk factor.
We previously observed in patients with end-stage renal failure that EMP plasma levels are inversely
correlated with local arterial shear stress (9). This relationship was independent of age and blood
pressure, but this observation was made in a group of highly selected patients. We also examined the
effects of different shear stress profiles on EMP release in vitro conditions and investigated the

signalling pathways involved.



Materials and Methods

(see online data supplement for expanded version)

Clinical study

Eighty-one asymptomatic subjects without known cardiovascular disease from the MiPRA-Met cohort
(10) (11) were included and their cardiovascular risk factors were assessed according to current
guidelines (12, 13). The risk of coronary heart disease was estimated by entering age, male sex,
systolic pressure, total and HDL-cholesterol, presence or absence of smoking into the Framingham
model equations (13) and defined the 10-year coronary risk as low (<10%), intermediate (10-20%) or
high (>20%). The study was approved by the local ethical committee, and all participants gave written
informed consent.

Subjects were examined after 12 h fasting in the supine position. The brachial artery was visualized
longitudinally by high-resolution ultrasound (ATL 5000) with a 7-12 MHz transducer probe
positioned above the elbow and fixed in a robotic arm. Resting wall shear rate was calculated as four
times the ratio between the pulsed Doppler-measured mean blood velocity and the diastolic diameter.
A study of repeatability in 20 subjects previously showed that two manoeuvres of shear rate
measurement performed 10 min apart were highly correlated (r=0.82, p<0.001) with a coefficient of
variation of 12% (14).

Platelet-free plasma was obtained from citrated blood after centrifugation at 1500g (15min) followed

by 11 000g (2 min) within one hour after blood withdrawal, as described earlier (15).

Cell culture

Confluent human Umbilical Vein Endothelial cells (HUVEC; passage 2 to 4; Promocell, Heidelberg,
Germany) were cultured on 0.2% gelatin-coated slides (Menzel Glazer; Braunschweig, Germany) in
endothelium cell basal medium containing growth factors, 1% foetal calf serum (Promocell),

streptomycin (100u/ml), penicillin (100u/ml) and Amphotericin B (10ug/L).

SiRNA transfection

SiRNA targeting ABCA1 mRNA was used to transiently suppress ABCAT1 protein expression
and non-targeting siRNA was used as control (both from Dharmacon, ON-target plus smart
pool siRNA). siRNA was transfected to endothelial cells by lipofection using hyperfect.
Briefly, siRNA and hyperfect were resuspended separately in medium without antibiotics
(Optimem, Gibco), when mixed together in order to obtain liposomes containing siRNA and
added onto the cells. After 6 hours, medium was change for endothelium cell basal medium
and shear stress experiments were performed 18 hours later.

Plasmid electroporation



DNA vector corresponding to pSG5-RhoA-V14G was used to transiently express the constitutively
active V14-RhoA mutant (16). Nucleofector (Lonza/Amaxa) was used to transfect cDNA according to
the manufacturer's instructions. Transfection efficiency was assessed by RhoA and Phospho-MYPT1
(RhoA target substrate) western blot.

Microparticle generation, isolation and characterization

A unidirectional laminar shear stress (SS) was applied to confluent HUVECs using a parallel plate
chamber system as described earlier (17). The medium (0.1 um filtered) was perfused at different rates
and for different times (2-24 h). Local shear stress was calculated using Poiseuille’s law and averaged
0, 2 or 20 dynes/cm?, corresponding to static, low and high shear stress conditions, respectively.

Cells were treated with either the nitric oxide (NO) synthase inhibitor N-nitro-L-arginine-methyl-ester
(L-NAME, 10 mol/L), the NO donor S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, 10” mol/L), the
ERK1/2 inhibitor PD98059 (10” mol/L), the Jun-kinase inhibitor SP600125 (10 mol/L), the p38
pathways inhibitor SB203580 (10 mol/L), the Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitor
Y27632 (10° mol/L), the NFkB inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, 10 mol/L),
cytochalasin D inhibitor of actin polymerization (cytoD, 2.5x10™ mol/L), the LXR agonist TO901317
(107 mol/L) (all from Sigma Aldrich; St Louis, MO), or the general caspase inhibitor Z-VAD-FMK
(2.10° mol/L) (R&D systems; Minneapolis, MN). EMPs were also released following TNFa exposure
(107 g/L, Calbiochem; Darmstadt, Germany). All inhibitors were added to the cells 1h prior to TNFa-
or shear stress exposure and were kept during the indicated experimental times. The perfusion medium
was collected, centrifuged to eliminate any cell debris (600g, 15 min; 4°C) and the resulting
supernatant was then ultra-centrifugated (90 min; 20500 g; 4°C) to pellet the MP fraction, which was
resuspended in 200 uL of of 0.1um filtered medium and stored at -80°C.

Microparticle pellets were analyzed for the presence of apoptotic bodies and exosomes. Levels of
apoptotic bodies were estimated as AnnexinV+ Propidium iodide+ vesicles in the 1-4um range
according to Hristov et al (18). AnnV+IP+ apoptotic bodies averaged 11+1.8, 13+1.7 and 14+4.6
events/ulL in HSS, LSS and static conditions, respectively (n=5), and were therefore negligeable in
each experimental condition. In addition, the presence of exosomes was estimated using the specific
marker TSG101 (19). TSG101 levels were hardly detectable in endothelial MP preparations when
compared to a positive control (exosome fraction from human plasma, pelleted following

centrifugation at 100000g for 4 hours) (supplemental figure 1).

Microscopy
HUVECs were observed by contrast phase microscopy after each SS experiment to confirm correct
response to SS using Zeiss Primo Vers (magnitude: 10x5). Transmission electron microscopy was

performed at the IFR83-Jussieu-PARIS core facility.



In situ cell death detection kit from ROCHE (Neuilly-sur-seine, Fr) was used to stain apoptotic cells
and quantify the number of green fluorescent nuclei on DAPI-blue stained cell nuclei. Actin
localization at the plasma membrane was assessed by co-staining using fluorescent phalloidin
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and anti-CD31 antibody (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ). Actin
localization at the plasma membrane was quantified by a score system for each image (0: no

colocalization to 3: full colocalization) by three different blinded operators.

Flow cytometry analysis

MPs were labelled either with annexin-V coupled to fluorescein isothiocyanate (FITC) in calcium-
dependent manner, or with VE-cadherin antibody coupled to phycoerythrin (CD144-PE, Immunotech;
Marseille, Fr) or isotypic control. MPs were analyzed by flow cytometry (EPICS XL, Beckman
Coulter; Brea, CA) as previously described (15). Events less than 1pm diameter were identified in
forward scatter and side scatter intensity dot representation, in comparison with fluorescent
microbeads (0.5, 0.9 and 3 um in diameter; Megamix Biocytex; Marseille, Fr). MPs were defined as
elements with a size less than 1 um and greater than 0.1 pm that were positively labeled with either

FITC-Annexin V or CD144-PE antibody.

RNA Extraction and Real-Time quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain
Reaction

RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen). RT-PCR was performed with 0.1ug of RNA (Qiagen);
gPCR was performed using SYBRgreen (Sigma). Primer sequences were as follows: ABCA1 sense,
GAGACTAACCAGGCAATCCG, ABCAT1 antisense, GCTTGTTCAGGTTGACACACT; Ubiquitin
C sense, ACATTGGTCCTGCGCTTGA, Ubiquitin C antisense, TTTTGCGAATGCAACAACTTT
(obtained from Eurogentec), used at final concentration of 3.3x10 mol/L. Ubiquitin C was used as
housekeeping gene as previously described (20) to normalize the expression of ABCAIL.

Normalization was done using the 2deltaCT method.

Western blotting

HUVECs were scraped off in RIPA or NETF buffer (100mmol/L NaCl, 50mM TrisHCI pH7.4, 2
mmol/L EDTA, 50mmol/L NaF, 1% NP-40, complete protease inhibitor cocktail tablet and complete
phosphatase inhibitor cocktail tablet). Microparticules pellet were resuspended in RIPA after
centrifugation. Nitrocellulose membranes were incubated with anti-a-fodrin (Enzo life sciences,
Plymouth Meeting, PA, 1:1000), anti-p-calpain (recognizing D1 (latent form) and D4 domain (latent +
aminoprocessed forms), Abcam, Cambridge, UK, 1:1000), anti-phospho-ERK1/2, anti-Phospho-
MYPT1 (Santa Cruz, CA; 1:1000), anti-phospho-MLC, anti-ERK1/2, anti-MLC (Cell Signaling
Technology; Beverly, MA; 1:1000), anti-scramblase-1 (Acris, San Diego, CA, 1:100), anti-ABCA1



(Millipore, 1:1000), anti-TGS101 (Abcam, 1:1000) antibodies or with anti-Phospho-MYPT1 antibody
(Santa Cruz, CA; 1:500). After secondary antibody incubation, immunodetection was performed using
an enhanced chemiluminescence kit (Immun-Star Western C kit, Bio-Rad) and bands were revealed
using the Las-4000 imaging system and Image Gauge software (Fujifilm, Tokyo, Japan). Membranes
were re-probed with anti-GAPDH antibody (Chemicon, Millipore; Billerica, MA, 1:8000) for cell

lysate or stained with ponceau-red for microparticles samples.

Statistical analysis

Clinical study: Clinical continuous parameters are expressed as means + standard deviations with
ranges and qualitative parameters as number of subjects (%). Quantitative variables with non normal
distribution (CD144+ or CD11a+ microparticles) were log-transformed to achieve normal distribution
before correlations analysis. Normal distribution was assessed by means of the Shapiro-Wilk test. The
relationship between MP levels and brachial artery baseline shear rate was analysed by linear
regression, both in univariate analysis and in multivariable analysis by adjusting for each of the risk
factors (one by one), with MP as the dependent variable, and with shear rate and each risk factors as
the independent variables.

In vitro study: Data obtained from at least 5 independent experiments are expressed as mean+SEM.
Statistics were performed using Prims software. Comparisons between different shear stress
conditions or between control and treatment conditions were performed using a Wilcoxon signed-rank
test (paired and non-parametric T-test). For ABCA1 mRNA expression only, controls were not paired

with treatment, so a Mann-Whitney U-test was used. Significance was accepted for a value of p<0.05.



Results

Atheroprone-low laminar shear stress augments endothelial MP shedding

Circulating EMPs were quantified as CD144-positive events in platelet-free plasma obtained
from 74 asymptomatic subjects. As shown in Table 1, 93% of the patients were at low to intermediate
10-year coronary risk. CD144+ MPs and brachial artery baseline shear rate did not differ between men
and women. In univariate analysis, CD144+ MP plasma levels were inversely related to brachial artery
baseline shear rate (r=-0.25, p=0.0245), which is directly proportional to SS assuming that blood
viscosity does not significantly vary in healthy subjects (Figure 1A). This inverse relationship
remained significant in multivariable analyses after adjusting for: (i) either age, male gender,
hypertension, hypercholesterolemia, low HDL, smoking or diabetes; (ii) the integration of multiple
risk factors as expressed by the number of cardiovascular risk factors or by the 10-year Framingham
risk score (p<0.05). However, no significant correlation was observed between brachial artery baseline
shear rate and CD11a+ (r=0.041, p=0.084) leukocyte MP levels, which are associated with subclinical
atherosclerosis (10). In view of this observation in healthy subjects, in vitro experiments on cultured
endothelial cells were designed to evaluate the effect of different levels of shear stress on the
subsequent EMP release.

Low-passage endothelial cells were maintained for up to 24 h under sustained atheroprotective
high laminar SS (20 dyn/cm?), atheroprone low laminar SS (2 dyn/cm®) or static conditions. EMP
levels were quantified in culture medium after up to 24hr exposure to the different SS levels. After
12hr, both low SS and static conditions significantly augmented EMP release when compared to
atheroprotective high SS profile, reaching a 2.5- and 3-fold increase at 24hr, respectively (p<0.001)
(Figure 1B). This finding was confirmed when labeling EMPs with an anti-VE-cadherin (CD144)
antibody (Figure 1C). Electron microscopy investigations demonstrated that endothelial membrane
blebs were formed under static condition, and even more under low SS, whereas plasma membrane of
cells exposed to high SS appeared more regular (Figure 1D). As expected, cells were aligned under
high SS but not under low SS or static conditions (supplemental Figure 2A). Furthermore, apoptosis
evidenced by TUNEL staining was more pronounced under low SS or static conditions than under
high shear stress (supplemental Figure 2B).

Then, we tested the hypothesis that EMP release results from increased endothelial apoptosis
in low SS and static conditions. The pan-caspase inhibitor ZVAD-FMK abolished endothelial
apoptosis in both conditions (p=0.05, supplemental Figure 2B and C), significantly decreased the
release of EMP under static condition (p=0.0078, Figure 2A), but had no effect under low SS
condition (p=0.8125; Figure 2A). These results demonstrate that endothelial caspase activity does not

contribute to low SS-associated EMP release.



Pathways implicated in EMP release under low shear stress.

Next, we examined the potential contribution of Rho-Kinases (ROCKs), MAP-kinases and
NFkB pathways, as previous studies identified the role of these pathways in EMP release under
proinflammatory conditions (21), (22). None of the five inhibitors tested affected the basal EMP
release in the absence of TNFa (static conditions) (Supplemental Table 1). In agreement with
previous reports, NFkB and p38-MAP kinase pathways inhibitors abolished TNFa-induced EMP
release, whereas ROCK, ERK1/2 and Jun-kinases inhibitors had no effect (15, 22) (Supplement
Table 1). However, unlike what was observed for TNFa-induced stimulation, inhibitors of ROCK
(Y27632) and ERK1/2 (PD98059) significantly decreased the release of EMP upon exposure to low
SS (p<0.05 both), whereas inhibitors of p38 MAP-kinase, Jun-kinase and NFkB were without effect
(Figure 2B). Concomitant inhibition of ROCK and caspases using Y27632 and Z-VAD-FMK showed
no additional effect when compared to experiments in the presence of ROCK inhibitor alone (4117
vs. 42+3 % inhibition; respectively, N=4). Exposure to low SS for 12h significantly increased
phospho-MLC (a ROCK substrate) and phospho-ERK1/2, when compared to high SS (Figure 3A),
showing that a sustained exposure to low SS increased endothelial ROCK and ERKI1/2 activities,
whereas no difference was observed between cells exposed to high SS and those maintained under
static conditions (p=0.90 and 0.55, respectively). The ROCK inhibitor Y27632 significantly decreased
phospho-MLC (p=0.045) and phospho-ERK1/2 (p=0.034) levels in low SS exposed endothelial cells,
whereas the ERK1/2 inhibitor PD98059 only reduced the level of phospho-ERK1/2 (p=0.01) without
affecting that of phospho-MLC (p=0.43) (Figure 3B). Finally, the ROCK inhibitor Y27632 did not
affect EMP release upon high SS (24 h; control: 123+33; Y27632: 112+43 AnnV+MPs/uL; N=4,
p=0.95). Conversely, increasing ROCK activity by endothelial cell transfection with the constitutively
active RhoA-V 14 mutant increased EMP release under high SS, when compared to mock-transfected
cells (Figure 3C).

Actin depolymerization at the plasma membrane is a key factor in circulating MPs formation
(23, 24). Exposure of endothelial cells to cytochalasin D under static condition reduced intracellular
actin stress fiber formation, augmented actin localization at the plasma membrane, and decreased EMP
release (p=0.05, Figure 4A). Fewer amounts of F-actin were localized at the plasma membrane under
low SS, when compared to high SS conditions (p=0.032, Figure 4B). To demonstrate that activation
of the ROCK and ERK1/2 pathways was associated with F-actin delocalization from the plasma
membrane, we evaluated the level of F-actin at the plasma membrane following inhibition of ROCK
and ERK1/2. Both inhibitors restored F-actin localization at the plasma membrane in endothelial cells
chronically exposed to low SS (ROCK inhibition: p=0.043, ERK1/2 inhibition: p=0.049), whereas
they had no effect under high SS condition (Figure 4B). As expected, transfection with the
constitutively active RhoA-V14 mutant increases stress fiber in endothelial cytoplasm both under HSS

and LSS conditions (figure 4C). When we examined the plasma membrane, RhoA overexpression



clearly decreased the level of polymerized actin, confirming that LSS induced EMP release is
mediated by membrane weakening (figure 4C).

As p-calpain activation mediates platelet MP shedding, we also examined its potential
contribution to increased EMP release under low SS. Cleavage of a-fodrin (150 kD fragment vs 250
kD) and expression of total u-calpain (D4) and cleaved u-calpain (D1) were monitored upon different
SS profiles as an index of endothelial calpain activity (25). The expression of latent u-calpain, its
cleavage and the cleavage of endothelial a-fodrin were not different between high SS, low SS and
static exposure (supplemental Figure 3A and B), demonstrating that u-calpain activity is not

associated with the increased in EMP release under low SS.

Effect of nitric oxide on endothelial MP release upon different shear stress profiles

As nitric oxide (NO) is an important mediator in the response of endothelial cells to different SS
profiles, we tested the hypothesis that endogenous NO might affect the release of EMPs under these
conditions. Exposure to L-NAME significantly increased EMP release under atheroprotective high SS,
whereas it was without effect in atheroprone low SS conditions (Figure 5A). Similarly, exposure to
the NO donor SNAP during sustained exposure of endothelial cells to low SS significantly decreased
the release of EMPs from 442+36 to 271+27 AnnV+ MPs/uL (N=6; p=0.031). These results therefore
show that SS-induced NO production prevents EMP formation. To evaluate a possible effect of L-
NAME on caspase activation, endothelial cells were treated with both L-NAME and Z-VAD-FMK
under high SS. No significant effect was observed on EMP levels (HSS+L-NAME: 378+44, HSS+L-
NAME+Z-VAD-FMK: 288+67 AnnV+EMPs/uL, p=0.56, N=6), therefore ruling out the possible
contribution of caspase activation to EMP release following NOS inhibition.

Then, we tested the possible repressive effect of NO on the ROCK-ERK1/2 pathway. Western
blot analysis demonstrated that neither L-NAME (supplemental Figure 4A) nor SNAP (data not
shown) affected the levels of phospho-MLC and phospho-ERK1/2. Co-treatment with SNAP and the
ERK1/2 inhibitor reduces EMP release compared to ERK1/2 inhibition alone, but had no significant
effect when compared to SNAP alone (p=0.031 and 0,18 respectively; N=6, data not shown). These
observations suggest that NO and ERK1/2 have common effectors regarding endothelial MP release.
To demonstrate that NO prevents F-actin delocalization from the plasma membrane, we evaluated the
level of F-actin at the plasma membrane following NOS inhibition. L-NAME treatment decreased F-
actin localization at the plasma membrane in endothelial cells chronically exposed to high SS
(p=0.031), whereas this inhibitor had no effect under low SS condition (Figure 5B).

Then, we focused on plasma membrane remodeling and phosphatidylserine externalization as
the other key factor in MP release and investigated the contribution of scramblase-1 and ABCAL1
flippase to NO effects. Scramblase-1 expression was increased under low SS condition as compared to

high SS (p=0.047), but was not affected by L-NAME (supplemental Figure 5). Sustained exposure to



low SS also significantly increased endothelial ABCA1 expression, when compared to high SS
(p=0.047, Figure 6). Exposure to L-NAME augmented ABCA1 protein expression under high SS, to
reach a value not different from that of cells exposed to low SS (p=0.87; Figure 6A). qPCR analysis
of ABCA1 mRNA expression demonstrated that low SS increased ABCA1 mRNA levels compared to
high SS, and NOS inhibition increased ABCA1 mRNA levels under both low SS and high SS
conditions (Figure 6B). SNAP addition reduced mRNA expression under low SS (N=5, p=0.031; data
not shown). When endothelial cells were exposed to the LXR agonist TO901317 (10"mol/L), ABCA1
mRNA expression increased by 18-fold (N=3, data not shown) and EMP release augmented by 1.4-
fold under high shear stress condition (N=5, Figure 7A). We also silenced ABCA1 under the different
shear profiles to further confirm the contribution of ABCA1 to EMP release. Transfection efficacy
averaged 55% and ABCA1 expression levels in low SS conditions were no longer different from those
observed under high SS (p=0.81; N=7; Figure 7B). Under these experimental conditions, ABCA1
silencing significantly reduced EMP release by 40% under low SS (; p=0.015; figure 7C). Finally,
expression of ABCA1 nor scramblasel were not affected by ROCK inhibition under low shear stress

(p=0.43 and p=0.68, respectively; supplemental Figure 6).
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DISCUSSION

The present results demonstrate for the first time that atheroprone SS conditions stimulate the
formation and release of EMPs and identify hemodynamic forces as an important determinant of their
plasma levels in healthy subjects.

In this study, we quantified EMPs in endothelial cell supernatant using either calcium-
dependent AnnexinV-labeling or CD144 antibody (vs. isotype). Under static conditions, lower
amounts of CD144+EMPs were detected when compared to AnnexinV+EMP levels, possibly because
expression levels of CD144 might be below detection levels for some EMPs whereas more than 90%
of submicron events present in the cell supernatant labeled with AnnexinV in a calcium-dependent
manner in stimulated conditions.

Endothelial cells in culture shed membrane microparticles in response to apoptotic stimuli
(such as serum deprivation or exposure to camptothecin (26)) or following activation by TNFa,
thrombin, PAI-1, angiotensin II, reactive oxygen species, uremic toxins or oxidized LDLs (7, 21, 22,
27-30). Because SS is a major determinant of endothelial survival (31), we tested the hypothesis that
low SS augments the EMP release in vitro. Sustained exposure to atheroprone low SS conditions
increased both endothelial apoptosis and the release of microparticles in the medium, when compared
to physiological high SS conditions. EMP release was already detectable at 12 h and further increased
after a 24h exposure to low SS. Interestingly, a pan-caspase inhibitor decreased endothelial apoptosis
but did not modify EMP release, demonstrating that caspase activation was not involved in low SS-
induced microparticle formation.

Previous studies have reported activation of different signaling pathways during EMP release
depending on the agonist triggering membrane vesiculation. EMP formation requires activation of the
RhoA-ROCK pathway during thrombin and angiotensin II stimulation (21), (29), whereas TNFa.-
dependent EMP release is controlled by the p38-MAP kinase pathway (22). We observed in the
present study that low SS-induced EMP release was decreased by ROCK and ERK1/2 inhibitors,
whereas inhibitors of p38-MAP kinase, NFkB and Jun-kinase pathways were without effect. The
contribution of the ROCK pathway was supported by the observation that the ROCK activity was
stimulated after a 12h exposure to low SS, as evidenced by increases in MLC phosphorylation.
Interestingly, the modest EMP release observed upon sustained high SS conditions was insensitive to
inhibition of Rho-kinase activity. Furthermore, increased ROCK activity following constitutively
active RhoA over-expression in endothelial cells exposed to high SS stimulated EMP release by about
2-fold, to reach levels comparable to those observed upon low SS condition. Taken altogether, these
findings identify the ROCK pathway as a major determinant of EMP release upon sustained exposure
to atheroprone low SS (Figure 8). Sustained low SS activation of the ROCK pathway increased
ERK1/2 activity as the preferential ROCK inhibitor Y27632 impaired ERK1/2 phosphorylation,

leading to cytoskeletal reorganization and subsequent EMP release.
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Our findings also demonstrate that endogenous NO release from endothelial cells chronically
exposed to atheroprotective high SS prevented the release of EMPs. The NO-synthase inhibitor L-
NAME increased EMP release under high SS, whereas the NO donor decreased EMP release under
low SS. Part of this effect might result from an increased presence of polymerized actin in the vicinity
of the plasma membrane. Down-regulation of ABCAT1 expression by endogenously released NO could
explain -at least in part- the abrogated release of EMPs in HUVECs exposed to high SS (Figure 8).
Deletion of the ABCAT locus in mice is an experimental model for the human Tangier dyslipidemia, a
naturally occurring loss of function mutation in man characterized by low or undetectable plasma
levels of high-density lipoprotein (HDL) and increased deposition of cholesteryl esters in tissues (32,
33). The control of cellular lipid effluxes by ABCAL1 is a consequence of the intrinsic flippase activity
of the ABCA1 transporter that modulates the distribution of phosphatidylserine at the plasma
membrane (32), (5, 34). Indeed, cells from ABCAI1 deficient mice expose lower amounts of
phosphatidylserine and release fewer MPs (32), (35), (36). Our finding of increased EMP release
following endothelial cell stimulation with a potent LXR activator, which increases ABCA1
expression (37), reinforces the role of ABCA1 flippase in regulating EMP release in a NO-dependent
manner. Although the present results identify for the first time a NO-dependent regulation of ABCA1-
mediated release of EMPs, they do not exclude the possibility that other regulators of membrane
remodeling and phosphatidylserine exposure might be affected by endothelial NO. However, the
present data rule out a NO-dependent regulation of scramblase-1 expression in endothelial cells: like
ABCAI1, scramblase-1 expression was decreased under high SS, but unlike ABCAL, its expression
was not restored by L-NAME.

Our in vitro findings are corroborated by the negative association we observed specifically
between plasma EMP levels and arterial shear forces in apparently healthy subjects, independently of
traditional risk factors. We previously made a similar observation in patients with end-stage renal
diseases (9), who are known for having endothelial dysfunction. Taken together, our findings
demonstrate that physiological atheroprotective high SS hampers EMP release by limiting
phosphatidylserine exposure resulting from endogenous NO release and subsequent down-regulation
of ABCAL expression (Figure 8). However, under pathological conditions (i.e. sustained atheroprone
low SS), endothelial ROCK activity is augmented and the cytoskeleton is reorganized. Concurrently,
endothelial NO synthase expression is decreased (38), resulting in the loss of the nitric oxide-mediated
repression of ABCAI, leading to membrane remodeling and phosphatidylserine exposure. Both
increased Rho-kinase activity and ABCA1 expression concur to increase EMP release under low shear
stress pathological conditions.

In conclusion, this study identifies for the first time shear stress as a major determinant of

endothelial microparticle formation and release, both and in vitro and in vivo.
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Figure 1. Relationship between EMP and shear stress levels.

A: Correlation between baseline brachial artery shear rate and CD144+ EMP level in patients (n=74,
r=-0.25, p=0.009). B: Timecourse of annexinV+EMP release in vitro (static: black diamont, low SS:
grey square, high SS: white circle; 2-6h: N=4, 12h: N=5, 24h: N=17. C: comparison of AnnV+ EMP
level and CD144+ EMP level under differents SS profiles in vitro (AnnV: black circle, N=17;
CD144+: white square, N=6). EMPs were measured by flow cytometry (size of 0.1-1.0 um that
stained positively for AnnexinV or CD144). AnnexinV labeling: ***p<0.001, **p<0.01 (compared to
HSS); CD144 labeling: $$p<0.01, $p<0.05 (compared to HSS). D: Membrane blebbing of HUVEC
under different shear stress profile (form left to right: high SS: HSS; low SS: LSS; static condition:
static) was observed by transmission electron microscopy (x9600; representative experiment out of 5).

Black arrows indicate presence of membrane blebs in LSS and static conditions.
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Figure 2. Signaling pathways associated with EMP release.

A: EMP level under different shear stress profile treated or not with ZVAD-FMK (pan-caspase
inhibitor, 24h, N=8, 2x10”mol/L). $p<0.05 (compared to HSS), $$p<0.01 (compared to untreated
condition) B: effect of different inhibitor on EMP release under low SS (24h, N=6, NFkB inhibitor:
PDTC, 10°mol/L; ERK1/2 inhibitor: PD98059, 10°mol/L; Jun-kinases inhibitor: SP600125, 10°
*mol/L; p38 MAP-kinase inhibitor: SB203580, 10°mol/L; ROCK inhibitor: Y27632, 10°mol/L).

**p<0.01, *p<0.05 (compared to untreated condition).
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Figure 3. Mechanisms involved in low SS-induced EMP release.

A: ERK1/2 and ROCK phosphorylation (12h, N=6), total ERK1/2 and MLC expression (N=4,
representative blot) compared to GAPDH under different SS profiles. B: ERK1/2 and ROCK
phosphorylation under low SS treated or not with ERK1/2 or ROCK inhibitors (12h, N=6), C: Bar
graph showing the effect of constitutively active RhoA overexpression on EMPs level (N=5) and
representative blots of RhoA, P-MYPT-1 and GAPDH expression in mocked and pSG5-RhoA-V14G-
transfected endothelial cells showing the efficacy of plasmid expression in HUVECs under low and
high SS. *p<0.05 (compared to HSS), $p<0.05 (compared to LSS). Blots originated from a same

membrane but were re-arranged to correspond to the current graphic presentation.
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Figure 4. Actin localization and EMP release.

EMPs were measured by flow cytometry using AnnexinV staining and actin localization at the plasma
membrane was measured by a score system (0: no colocalization to 3: total colocalization; F-actin :
green, CD31 : red). A: effect of cytochalasin D treatment under static condition (24h, 2.5.10"mol/L,
N=5), B: effect of ERK1/2 and ROCK inhibitor on actin localization under high SS or low SS (24h,
N=5). C: Effect of RhoA over-expression on actin localization under high SS or low SS. *p<0.05
(compared to static condition), **p<0.01 (compared to HSS condition), $p<0.05 (compared to LSS).
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Figure 5: NO contribution to EMP release by increasing polymerized actin at the plasma
membrane.

EMPs were measured by flow cytometry using AnnexinV staining and actin localization at the plasma
membrane was measured by a score system (0: no colocalization to 3: total colocalization; F-actin :
green, CD31 : red). A. Effect of L-NAME treatment on EMP release (24h, N=7, 10” mol/L). B. Effect
of L-NAME on actin localization (24h, N=5, 10° mol/L). *p<0.05, **p<0.01 (compared to untreated
HSS condition).
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Figure 6. ABCA1 expression in HUVEC:s is dependent of SS level and NO production.

ABCAI1 protein (A) and mRNA (B) levels were assessed by western blot and qPCR analysis,
respectively; EMP release was quantified by flow cytometry using AnnV staining (C). A: effect of SS
and L-NAME treatment on ABCAT1 protein expression (24h, N=6), B: effect of SS and L-NAME
treatment on ABCA1 mRNA expression (24h, N=7), **p<0.01, *p<0.05 (compared to HSS). Blots
originated from a same membrane but were re-arranged to correspond to the current graphic

presentation.
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Figure 7. ABCA1 expression in HUVECs modulates EMP release.

ABCA1 protein (B) levels were assessed by western blot, EMP release was quantified by flow
cytometry using AnnV staining (A-C). A: effect of TO90131 on EMP release under different shear
stress profile (24h, N=5, 107 mol/L). B. ABCALI silencing efficassity under SS (24h, N=7, 5x10™®
mol/L), C. effect of ABCAI1 silencing on EMP release under different shear stress profile (24h, N=7,
5x10™ mol/L). **p<0.01, *p<0.05 (compared to HSS); $p<0.05 (compared to LSS). Blots originated

from a same membrane.
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Figure 7. Signaling pathways regulating SS-induced EMP release.

Under physiological conditions (i.e. sustained exposure to high laminar shear stress; LEFT)
endothelial cells release nitric oxide (NO), which clamps down endothelial ABCA1 expression,
limiting membrane remodeling, phosphatidylserine exposure and EMP release. On the contrary, under
pathological conditions (i.e. sustained exposure to low laminar shear stress; RIGHT), increased
endothelial ROCK and ERK1/2 activities associated with cytoskeleton reorganization augment EMP

release. This effect is reinforced by the loss of NO-induced down-regulation of ABCA1 expression.
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Parameter Values

Age, years 50+ 11 (22-77)
Male gender, n (%) 51 (69)
Hypertension, n (%) 36 (49)
Hypercholesterolemia, n (%) 29 39)
Low HDL, n (%) 22 (30)
Diabetes, n (%) 7 (10)
Current smoking, n (%) 15 (20)

10-year Framingham risk, n (%)

<10% at 10 years 45 (62)

10-20% at 10 years 22 31

>20% at 10 years 5 (7)
Brachial artery shear rate, s 55.5+32.6 (3.7-152.2)
CD144+ microparticles, events/uL 450 £ 409 (0-2127)

Table 1. Clinical characteristics. Risk of coronary heart disease was estimated by entering age, male
sex, systolic pressure, total and HDL-cholesterol, presence or absence of smoking into the
Framingham model equations and defined the 10-year coronary risk as low (<10%), intermediate (10-
20%) or high (>20%). Data are means + standard deviations or number of subjects, (n) with

percentages.
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C.3. Travaux 3 : Contenu des microparticules endothéliales

Un autre point majeur dans I'étude des microparticules est I'analyse de leur
contenu. Comme expliqué dans l'introduction, les microparticules peuvent avoir une
composition lipidique, protéique et ARN différente en fonction des stimuli permettant
leur génération.

La phophatidylsérine est une des molécules participant a l'activité
prothrombotique des microparticules. Sa présence est nécessaire a l'activation de la
prothrombinase (facteur X, complexé au facteur V,) permettant de transformer la
prothrombine en thrombine. Je me suis donc intéressée a l'externalisation de la
phophatidylserine sur les microparticules. J’ai montré dans I'étude précédente que
I'externalisation de la phophatidylsérine par la scramblase-1 et ABCA1 était un point
important conduisant a la vésiculation sous faibles contraintes de cisaillement. Mais
cette externalisation conduit-elle a une augmentation de la phophatidylsérine a la
surface des microparticules ?

Pour répondre simplement a cette question, jai analysé lintensité de
fluorescence des microparticules positives pour le marquage annexine V. En effet, plus
une microparticule portera de phophatidylsérine sur sa membrane externe plus le
nombre de molécules d’annexine V se liant a la microparticule sera grand et donc plus la
fluorescence de cette microparticule sera forte. L’analyse de ce degré de fluorescence (X-
mean) a mis en évidence que les microparticules obtenues sous faibles contraintes de
cisaillement, et encore plus en condition statique, présentaient une fluorescence
significativement plus importante que celles obtenues sous fortes contraintes de
cisaillement (fortes contraintes de cisaillement: HSS 15,6+1,4 ; faibles contraintes de
cisaillement : LSS 24,2+2,3 ; statique 49,3+3,5 ; unité arbitraire ; Figure 38A). L'inhibition
de la NOS sous fortes contraintes de cisaillement induit 'augmentation de cette
fluorescence et 'addition de NO exogene la diminue significativement (Figure 38B et C),
suggérant un role du NO dans la présence de phopsphatidylsérine a la surface des
microparticules. Ce role pourrait étre lié a la modulation d’expression de floppases

comme ABCA1.
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Figure 38 : Analyse de la variation de fluorescence des microparticules, représentative du taux de
phophatidylsérine externalisé.
A. effets des contraintes de cisaillement sur le degré de fluorescence des microparticules, N=17. B. effet du L-NAME
sur le degré de fluorescence des microparticules sous fortes contraintes de cisaillement. C. effet du SNAP sur le degré
de fluorescence des microparticules sous faibles contraintes de cisaillement.Test de Wilcoxon. *p<0.05 comparé aux
fortes contraintes de cisaillement, ***p<0.001 comparé aux fortes contraintes de cisaillement, $$$p<0.001 comparé
aux faibles contraintes de cisaillement. Données non publiées.

La modification du degré de fluorescence suite au marquage par l'annexine V
suggere que les microparticules générées sous faibles contraintes de cisaillement et en
condition statique expriment plus de phophatidylsérine a leur surface et ont
potentiellement un pouvoir pro-coagulant accentué. Les mécanismes responsables de
cet « empaquetage » n’ont pas encore été identifiés mais il apparait que le NO soit un des
élément clé, certainement de par son influence sur I'expression de floppase comme
ABCA1. Dans ce cas précis, nous sommes également confrontés a une limitation
majeure : nous n’évaluons pas cette fluorescence en fonction de la taille de I’événement.
Cependant, une « grosse » microparticule exprimant peu de phosphatidylserine sera
plus fluorescente qu’une « petite» en exprimant beaucoup. Pour répondre a cela,
I’équipe a acquis ces derniers mois un nouveau cytometre de flux (Galios, Beckman
Coulter) qui nous a permis d’augmenter la sensibilité de nos mesures de
microparticules, a la fois en taille détectée, en fluorescence et en nombres d’évenements
quantifiés. La particularité de cette nouvelle génération de cytometre est d’avoir une
résolution en « forward scatter » (difraction du laser, relatif a la taille de I'’événement)
augmentée et un seuil de bruit de fond plus bas que les génération précédentes,
permettant une quantification plus précise des microparticules, en particulier celles de
petite taille 330. Nous avons donc travaillé avec des parametres nous permettant de
visualiser au mieux la zone microparticulaire (Figure 39A), une fois cette zone

microparticulaire établie, nous avons pu évaluer le pourcentage, le degré de
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fluorescence et quantifier les microparticules de maniere similaire a ce qui a été fait sur
EPICS (Figure 39B a D). Pour évaluer la répartition des microparticules au sein de la zone
microparticulaire nous avons défini deux zones grace aux billes de 0,5 um en nous
positionant au niveau de la valeur de forward scatter présentant le plus grand nombre

de billes (pic de I'histogramme, Figure 39E, F).
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Figure 39 : Méthode d’analyse avec le GALLIOS
A. Définition de la zone microparticulaire gradce a des billes de calibration. B. Visuallisation des élément contenus dans la
zone microparticulaire. C. Fluorescence des microparticules pour le marquage non spécifique (en présence d’EDTA). D.
Fluorescence des microparticules pour le marquage en présence de calcium. E. Définition de la zone inférieure a 0,5um et de
la zone inférieure a 0,5Sum grace aux billes de calibration de 0,5Sum. F. Répartition des microparticules AnnV+ entre les deux
zones.
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Premiérement, nous avons confirmé les effets des forces de cisaillement sur la
production de microparticules endothéliales (Figure 40A). Deuxiemement, nous avons
montré que les microparticules sont réparties de facon similaire en terme de taille
(inférieur a 0,5 wm / entre 0,5 et 1um) quelques soient les forces de cisaillement (Figure
40B). Enfin, nous confirmons l'influence des contraintes de cisaillement sur le degré de
fluorescence des microparticules et ce, que I'on considéere les microparticules au dessous

de 0,5um (Figure 40C) ou au dessus de 0,5um (Figure 40D).
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Figure 40 : Analyse et quantification des microparticules par utilisation du GALLIOS.
A : Effet des contraintes de cisaillement sur le taux de microparticules AnnV+. B. Répartition des microparticules AnnV+
entre zone supérieure a 0,5um et zone inférieure a 0,5um. C. Analyse de la fluorescence des microparticules inférieures a
0,5um. D. Analyse de la fluorescence des microparticules supérieures a 0,5um. N=6, *p<0,05 comparé au condition de fortes
contraintes de cisaillement. HSS : fortes contraintes, LSS : faibles contraintes. Données non publiées.
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Ces résultats sur le degré d’externalisation de la phosphatidylsérine a la surface
des microparticules endothéliales suggerent que les microparticules libérées sous
faibles contraintes de cisaillement pourraient avoir un potentiel procoagulant plus
important. Cette hypothese devrait étre confirmée par des investigations
supplémentaires, notamment par l'’étude du temps de coagulation induite par ces

microparticules et par I’évaluation de I'expression et de I'activité du facteur tissulaire.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés au contenu protéique
des microparticules endothéliales. Sachant que les faibles contraintes de cisaillement
induisent I'expression de molécules d’adhésion au niveau endothélial, nous avons évalué
I'expression de différentes molécules d’adhésion sur les microparticules obtenues sous
différentes contraintes de cisaillement. Pour cela, Bhama Ramkhelawon et moi avons
réalisé différents ELISA pour ICAM-1, P-Séléctine, E-Sélectine et VCAM-1. Les culots de
microparticules ressuspendus ont été analysés, ainsi que le surnageant dépourvu de
microparticules, dans le but de discriminer la concentration réelle en protéine présente
sur les microparticules de la concentration die a la fraction soluble dans le surnageant.
Nous n’avons pas pu détecter la présence d’ E-Sélectine, de P-Sélectine ou de VCAM-1 a
la surface des microparticules, et ce quelques soient les conditions de cisaillement
utilisées. Cependant, nous avons pu détecter la présence d'ICAM-1. Les microparticules
générées sous faibles contraintes de cisaillement présentent une concentration d'ICAM-
1 20 fois supérieure a celle obtenue sous fortes contraintes de cisaillement (Figure 41A).
Nous avons également confirmé cette expression par Western blot et nous avons
observé que les microparticules obtenues sous faibles contraintes de cisaillement
expriment plus fortement ICAM-1 que celles produites sous fortes contraintes de

cisaillement ou en condition statique (Figure 41B).
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Figure 41 : Expression d’ICAM-1 sur les microparticules endothéliales générées sous différentes contraintes
de cisaillement
A. quantification d'ICAM-1 porté par les microparticules par ELISA, N=11, Test de wilcoxon, ***p<0.001 comparé au

statique, **p<0.01 comparé aux faibles contraintes de cisaillement.. B. Evaluation de I'expression d’ICAM-1 par
western blot, N=3 images représentatives. Données non publiées.

Ces résultats montrent que les contraintes de cisaillement régulent directement
la composition protéique des microparticules en régulant I'expression d'ICAM-1 a leur
surface. Un point intéressant est que la E-sélectine n’est pas détectée a la surface des
microparticules alors qu’elle est connue pour étre surexprimée sur des cellules
endothéliales soumises a de faibles contraintes de cisaillement. Cela suggere qu'il
existerait des mécanismes actifs et sélectifs d’embarquement de protéines a la surface
des microparticules, ou alors que '’empaquettage d’E-selectine a lieu mais a des niveaux

sous le seuil de détection dans nos conditions expérimentales.
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C.4. Travaux 4 : MicroARN, microparticules endothéliales et

condition pro-athérogeéene

Plusieurs études ont montré que les vésicules cellulaires peuvent contenir des
microARN et servir de transporteur. Au sein du laboratoire, le Dr Xavier Loyer a montré
que les contraintes de cisaillement influent directement sur le profil d’expression de
nombreux microARN dans la cellule endothéliale (données non publiées). Notre
troisieme hypothése a donc été que les microparticules endothéliales peuvent étre
enrichies en différents microARN en fonction des contraintes de cisaillement qui ont
permis leur génération.

Brievement, L’ARN a été extrait directement du culot de microparticules, les
microARN on été quantifiés par qPCR en utilisant un microARN rapporteur : U6. Puis le
rapport a été ajusté en fonction du nombre de microparticules Annexine V positives
contenues dans le culot.

Différents microARN ont été étudiés. Xavier Loyer et moi avons pu mettre en
évidence que les microparticules endothéliales contenaient bien des microARN et que le
contenu variait en fonction des contraintes de cisaillement. Ainsi le miR-126 est
fortement empaqueté dans les microparticules générées sous fortes contraintes de
cisaillement en comparaison au contenu de celles générées sous faibles contraintes ou
en condition statique (Figure 42A). A l'inverse, le miR-145 est largement retrouvé dans
les microparticules générées en condition statique; les contraintes de cisaillement
diminuent fortement son empaquetage, l'influence des contraintes appliquées semble
faible mais confirme cependant des résultats publiés par une autre équipe 174 qui
montre que l'empaquetage du miR-145 est augmenté sous fortes contraintes de

cisaillement en comparaison aux conditions de faibles contraintes (Figure 42B).
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Figure 42 : Quantification des microARN présent dans les microparticules en fonction des contraintes de
cisaillement
A. Quantification du miR-126 par qPCR. B. Quantification du miR-145. Résultats préliminaires, N=3, non publiés.

Il est a noter que 'empaquetage des microARN dans les microparticules semble
bien étre un mécanisme actif puisque le miR-126 n’est pas régulé par les contraintes de
cisaillement dans les cellules endothéliales. Les mécanismes moléculaires régulant
I'empaquettage des microARN dans les microparticules restent pour l'instant encore
inconnus et pourraient constituer une piste intéressante d'investigations futures dans le

cadre de la vectorisation de ces microARN.

En complément de ces travaux, jai aussi évalué l'effet de conditions pro-
atherogénes combinées a différentes conditions de contraintes de cisaillement sur la
production de microparticules. In vitro, les conditions pro-athérogenes ont été
reproduites en traitant les cellules avec des lipides oxydés de faible densité (LDL
oxydées). L'ajout de LDL oxydées augmente de 5 fois le taux de microparticules
obtenues sous fortes contraintes de cisaillement, l'effet sous faibles contraintes de
cisaillement est quant-a-lui plus modéré, tout comme sous condition statique (Figure
43). Globalement, nous avons constaté qu’en présence de LDL oxydées, les contraintes
de cisaillement n’avaient plus d’effet sur les taux de microparticules endothéliales. Ainsi
I'effet protecteur des fortes contraintes de cisaillement est aboli par I'ajout d'un facteur

pro-athérogene.
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Figure 43 : Effet d’'un traitement par les LDL oxydés sur la production de microparticules endothéliales
Quantification des microparticules endothéliales par cytométrie en flux obtenues sous différentes contraintes de
cisaillement traitées (noir) ou non (blanc) avec des LDL oxydées. 25 ug/mL, N=6, test de wilcoxon, *p<0.05 comparé
aux fortes contraintes de cisaillement, #p<0.05 comparé a la condition statique. LSS : faibles contraintes, HSS fortes
contraintes.

Nous avons ensuite entrepris de déterminer l'effet possible des LDL oxydées sur

I'empaquetage des microARN dans les microparticules.
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Figure 44 : Effet des LDL oxydés sur 'empaquetage des microARN
A. Effet des LDL oxydées (noir) sur le miR-126. B. Effet des LDL oxydées (noir) sur le miR-145. Résultats
préliminaires, N=3, non publiés.

De maniére intéressante, 'empaquetage du miR-126 est fortement influencé par

I'ajout de LDL oxydées (Figure 44A). Alors que les fortes contraintes augmentent le
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contenu en miR-126 dans les microparticules, cet effet est complétement perdu en
condition pro-athérogene ; de plus, les microparticules générées en condition statique,
et qui présentaient un taux tres faible de miR-126, voient leur contenu augmenté (Figure
44A). En opposition, les conditions pro-athérogénes ne semblent avoir aucun effet sur
I'empaquetage du miR-145 dans les microparticules (Figure 44B).

Ces deux microARN illustrent donc que 'empaquetage des microARN dans les
microparticules n’est pas simplement un mécanisme passif dii a la capture du
cytoplasme dans les microparticules. Certains stimuli vont permettre de moduler le
contenu microparticulaire indépendamment du contenu cellulaire et vont agir

spécifiquement sur certains microARN.
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C.5. Travaux 5 : Microparticules, transfert d'ICAM1 et
recrutement monocytaire

ARTICLE 3 : « Microparticles From Human Atherosclerotic Plagues Promote Endothelial

ICAM-1-Dependent Monocyte Adhesion and Transendothelial Migration »

Cette étude concerne la derniere étape dans la compréhension des
microparticules : étudier leur effets biologiques et leur contribution a une pathologie.
Cette étude porte non plus sur les microparticules circulantes mais sur les
microparticules isolées de plaque d’athérosclérose. Alors que I’équipe avait montré que
les microparticules de plaque d’athérosclérose contribuaient a I'angiogénese intra-
plaque, l'hypotheése était qu’'en plus de leur potentiel pro-angiogénique, les
microparticules pouvaient participer a I’adhésion et au recrutement monocytaire.

Durant ma these j’ai pu contribuer aux travaux menés par le Dr Pierre-Emmanuel
Rautou montrant que les microparticules de plaques portaient ICAM-1 a leur surface
alors que VCAM-1 et la e-Sélectine n'ont pas pu étre détectées. L'incubation des
microparticules avec des cellules endothéliales entraine trés rapidement I'expression
d’'ICAM-1 a leur surface. Cette expression provient d’un transfert de la molécule des
microparticules aux cellules endothéliales et non d'un effet transcriptionel puisque
I’ARN messager d'ICAM-1 endothélial n’est pas modulé. Les inhibitions des voies PI3
kinase, de NFkB, ERK1/2 ou PKC activant la traduction d’'ICAM-1 ne préviennent pas
I'augmentation d’expression d’ICAM-1, confirmant I'hypothese du transfert. De plus, il a
montré que ce transfert est médié par la reconnaissance de la phosphatidylserine
présente sur les microparticules et par fusion des microparticules avec la membrane de
la cellule hote.

Nous avons pu confirmé ce transfert en utilisant des cellules COS-7 (cellule
fibroblastiques de reins de singe) qui sont connues pour ne pas exprimer I[CAM-1, méme
sous stimulation 328. L’'incubation avec des microparticules de plaques permet une
expression d'ICAM-1 a la surface des COS-7, de plus nous avons prouvé que la molécule
transférée est biologiquement active puisque l'utilisation d’un anticorps activant permet
la phosphorylation de ERK1/2, effecteur aval d'ICAM-1. Enfin, il a montré que ce
transfert d’ICAM-1 est relevant physiologiquement puisque le recrutement de

monocytes in vitro et ex vivo est augmenté en condition statique ainsi que la
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transmigration. Nous avons également montré que des conditions dynamiques de
faibles et de fortes contraintes de cisaillement ne modifiaient pas ce résultat, I'adhésion

étant encore une fois augmentée suite a 'incubation avec les microparticules de plaque.
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Microparticles From Human Atherosclerotic Plaques
Promote Endothelial ICAM-1-Dependent Monocyte
Adhesion and Transendothelial Migration

Pierre-Emmanuel Rautou, Aurélie S. Leroyer, Bhama Ramkhelawon, Cécile Devue,
Dominique Duflaut, Anne-Clémence Vion, Gilles Nalbone, Yves Castier, Guy Leseche,
Stéphanie Lehoux, Alain Tedgui, Chantal M. Boulanger

Rationale and Objective: Membrane-shed submicron microparticles (MPs) released following cell activation or
apoptosis accumulate in atherosclerotic plaques, where they stimulate endothelial proliferation and neovessel
formation. The aim of the study was to assess whether or not MPs isolated from human atherosclerotic plaques
contribute to increased endothelial adhesion molecules expression and monocyte recruitment.

Method and Results: Human umbilical vein and coronary artery endothelial cells were exposed to MPs isolated
from endarterectomy specimens (n=62) and characterized by externalized phosphatidylserine. Endothelial
exposure to plaque, but not circulating, MPs increased ICAM-1 levels in a concentration-dependant manner
(3.4-fold increase) without affecting ICAM-1 mRNA levels. Plaque MPs harbored ICAM-1 and transferred this
adhesion molecule to endothelial cell membrane in a phosphatidylserine-dependent manner. MP-borne ICAM-1
was functionally integrated into cell membrane as demonstrated by the increased ERK1/2 phosphorylation
following ICAM-1 ligation. Plaque MPs stimulated endothelial monocyte adhesion both in culture and in isolated
perfused mouse carotid. This effect was also observed under flow condition and was prevented by anti-LFA-1
and anti-ICAM-1 neutralizing antibodies. MPs isolated from symptomatic plaques were more potent in
stimulating monocyte adhesion than MPs from asymptomatic patients. Plaque MPs did not affect the release of
interleukin-6, interleukin-8, or MCP-1, nor the expression of VCAM-1 and E-selectin.

Conclusion: These results demonstrate that MPs isolated from human atherosclerotic plaques transfer ICAM-1
to endothelial cells to recruit inflammatory cells and suggest that plaque MPs promote atherosclerotic plaque

progression. (Circ Res. 2011;108:335-343.)

Key Words: microparticle m ICAM-1 m adhesion m monocyte m microvesicle

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease charac-
terized by the accumulation of leukocytes, lipids, and
fibrous tissue in the intima of arteries.! In atherosclerotic
plaques, endothelial cells express elevated amounts of adhe-
sion molecules such as selectins (P-selectin and E-selectin) and
intercellular ICAM-1) and vascular (VCAM-1) adhesion mole-
cules at their surface.!> Cytokines and chemokines are also secreted
in excess by activated vascular cells in this context. These condi-
tions favor the recruitment and the accumulation of monocytes and
lymphocytes in the intima of vessels.!?

Human atherosclerotic plaques contain large amounts of
microparticles (MPs), which are submicron membrane vesi-
cles released following cell activation or apoptosis.>-5 MPs
harbor at their surface most of the membrane-associated

proteins of the cells they stem from and are characterized by
the loss of plasma membrane asymmetry resulting in the
exposure of phosphatidylserine on their outer leaflet.>” MPs
isolated from human atherosclerotic lesions are highly throm-
bogenic and originate from multiple cells, including macro-
phages, lymphocytes, erythrocytes, and smooth muscle and
endothelial cells.*#> MPs are no longer taken as innocent
bystanders because several studies point out that MPs gener-
ated in vitro from cultured cells can affect several cellular
functions, including inflammatory responses.®~'> However,
the interpretation of such studies is difficult because lipid and
protein fractions of MPs, and thus likely MPs effects, greatly
vary depending on the stimulus initiating cell blebbing and
MP release.”1¢
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Non-standard Abbreviations and Acronyms

AnnV annexin V
HCAEC human coronary artery endothelial cell
HUVEC human umbilical vein endothelial cell

ICAM intercellular adhesion molecule

LFA-1 lymphocyte function associated antigen-1
MP microparticle

PMA phorbol-12-myristate-13-acetate

PMN polymorphonuclear

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

sICAM soluble intercellular adhesion molecule
TNF tumor necrosis factor

VCAM vascular cell adhesion molecule

In view of these data, we tested the hypothesis that MPs
isolated from human atherosclerotic plaques can regulate the
inflammatory response of endothelial cells, increasing adhe-
sion of monocytes to endothelium and transendothelial
migration.

Methods

Isolation and Characterization of MPs From
Human Endarterectomy Specimens and Plasma
This study, approved by our Hospital Review Board, included 62
patients undergoing carotid endarterectomy who gave their informed
consent before inclusion (Table 1). MPs were isolated from human
atherosclerotic plaques according to a previously described procedure,
which does not generate MPs from healthy human arteries* (see the
Online Data Supplement, available at http://circres.ahajournals.org). All
experiments were performed with pelleted MPs gently resuspended
in fresh DMEM and compared with the effects either of DMEM
alone or of the supernatant obtained after pelleting MPs from plaque
homogenates and filtered successively on 0.22- and 0.1-wm mem-
branes to completely eliminate potentially residual MPs. Plaque MPs
content averaged 18317 annexin V positive (AnnV ™) MPs per pg
lesion (n=62). Flow cytometric analysis of MPs is described in the
Online Data Supplement. Unless otherwise stated, experiments using
plaque MPs were performed at the concentration of 3000 AnnV™
MPs/uL for duration of 24 hours.

Circulating MPs were isolated from platelet-free plasma obtained
by successive centrifugations of venous blood drawn from the same
patients, as reported earlier.!” Experiments on ICAM-1 expression
were performed with pelleted circulating MPs and compared with the
effect of platelet-free plasma devoid of MPs (obtained after 20 500g
centrifugation and then filtered on 0.22- and 0.1-um filters; vehicle)
(see the Online Data Supplement).

Assessment of Adhesion Molecule Expression
Expression of adhesion molecules on human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs), human coronary artery endothelial
cells (HCAECs), and COS-7 cells was determined by flow
cytometry. Anti-human E-selectin—phycoerythrin (1 pL/test),
anti—-ICAM-1-phycoerythrin-Cyanin5 (20 pL/test) and anti—
VCAM-1-phycoerythrin (4 wL/test) antibodies, were all provided
by BD Pharmingen (San Diego, CA). Details are provided in the
Online Data Supplement.

Nonspecific protein synthesis inhibitors (cycloheximide, Sigma,
St Louis, MO; actinomycin D, Sigma, St Louis, MO) were used.
Inhibitors of the following pathways were also used: PI3-kinase
(LY-294002; Sigma; St Louis, MO), NK-«B (pyrrolidine dithiocar-
bamate; Sigma; St Louis, MO), MAPKp42/44 pathway (PD 98059;

Table 1. Patients Baseline Characteristics (n=62)
Age (yrs) 72 (47-89)
Male gender, N (%) 52 (84)
Symptomatic plaques, N (%) 31 (50)
Stroke, N (%) 15 (24)
Transient ischemic attack, N (%) 10 (16)
Amaurosis, N (%) 6 (10)
Clinical features
Diabetes, N (%) 13 (21)
Hypertension, N (%) 48 (77)
Smoking, N (%) 35 (59)
Dyslipidemia, N (%) 36 (58)
Body mass index (kg/m ) 24.8 (17.0-38.5)
Treatments
Antiplatelet therapy, N (%) 56 (90)
Statins, N (%) 51 (82)
B-blockers, N (%) 18 (29)
Angiotensin-converting enzyme inhibitors or
angiotensin Il receptor antagonist, N (%) 34 (55)
Calcium channel blockers, N (%) 28 (45)
Diuretics, N (%) 21

(
(34)
(

Atherosclerotic plaque weight (mg) 735 (189-2200)

Data are expressed as median (range) or frequency (%).

Sigma; St Louis, MO), and PKC (Staurosporine [Sigma; St Louis,
MOYJ; chelerythrine chloride [LC Laboratories, Woburn, MA], and
Ro 31-8220 [Calbiochem; Nottingham; UK]). Fusion of MPs with
endothelial cells was assessed by preincubating MPs with annexin V
(3 wg/mL; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for 1 hour in
appropriate buffer (140 mmol/L NaCl, 10 mmol/L HEPES, pH 7.4)
in the presence of CaCl, (5 mmol/L). Control experiments were
performed with the same level of buffer and calcium in the absence
of annexin V.

We assessed neutralizing anti-human P-selectin antibody at a
concentration of 1 pg/mL (R&D Systems; Minneapolis, Minn),
anti-human PSGL-1 antibody at a concentration of 50 ug/mL (R&D
Systems; Minneapolis, MN), and their corresponding isotypic con-
trol (respectively IgG,, R&D Systems; Minneapolis, MN; and IgM;
Sigma, Jerusalem, Israel).

Functional Integration of ICAM-1 in Target
Cell Membrane

Confluent COS-7 cells plated in 6-well plates were incubated with
MPs, or their vehicle (24 hours), washed, and then exposed to
activating mouse anti-ICAM-1 antibody (AbDSerotec, Oxford, UK;
30 minutes) or its corresponding isotypic control. A sheep antimouse
antibody (Amersham, GE healthcare) was used for cross-linking (15
minutes;'®). COS-7 cells in DMEM supplemented or not with 10%
FCS served as positive and negative controls, respectively. Proteins
were separated by electrophoresis, transferred onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad). Membranes were first exposed to anti—P-
ERK (Santa Cruz Biotechnology), and then to secondary antibody.
After initial immunodetection, membranes were stripped and re-
probed with anti-GAPDH antibody (Chemicon, Millipore, Billerica,
MA). Details appear in the Online Data Supplement.

Fluorescent Cell Preparation

Human polymorphonuclear (PMN) and U937 cells (details for
isolation and culture are provided in the Online Data Supplement)
were labeled with 0.5 pmol/L fluorescent dye (CellTracker Orange
CMTMR; Molecular Probes; Eugene, OR) as described previously.!®
Briefly, the cells were incubated with the fluorescent dye for 30
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minutes, washed twice in RPMI and then resuspended in culture
medium.

Cell Adhesion Assay

HUVECs plated in 96-well plates were exposed for 24 hours to
DMEM, plaque, or plasma MPs or 20500g supernatant. After
washout using RPMI medium 1640, fluorescent U937 cells (5000/
well) or phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)-activated human
PMN cells (2000/well) were allowed to adhere to HUVECs for 30
minutes. After 2 additional washouts, adherent monocytic cells were
counted using a fluorescence microscope (Zeiss Axio Imager Z1).

In some experiments, HUVECs were exposed to neutralizing
antibody targeting ICAM-1 or its corresponding isotypic control
(IgGy; 10 ug/mL; R&D Systems; Minneapolis, MN) for 1 hour
before the U937 cell adhesion protocol. U937 cells were pretreated
or not with anti-LFA-1 (lymphocyte function associated antigen-1)
antibody (10 pg/mL; Bender MedSystems, Vienna, Austria) or its
corresponding isotypic control (IgG,) (10 pwg/mL; R&D Systems;
Minneapolis, MN).

Cell Adhesion Assay Under Flow Condition

Confluent HUVEC: plated in a parallel plate chamber were exposed
to plaque MPs or 20500g supernatant. After 24 hours, the parallel
plate chamber was connected to a syringe pump and fluorescent
U937 cells (55/pnL) were infused for 30 minutes at a controlled
level of laminar low (I dyn/cm?) or high (10 dyn/cm?) shear
stress. During adhesion, the circuit was placed in a sterile 5% CO,
incubator set at 37°C. After 2 washouts, adherent monocytic cells
were counted under fluorescence microscope (Zeiss Axiovert 200
inverted microscope).

Organ Culture

C57BL/6 mouse left and right carotid arteries were isolated, cannu-
lated at both extremities as described previously.!® Plaque MPs
(3000 AnnV™ MPs/ul) were injected within the arterial lumen.
After 24 hours, fluorescent U937 cells were injected in the lumen
and allowed to interact for 30 minutes (5X10° cells/mL). Adherent
cells were counted under a fluorescence microscope. More details
appear in the Online Data Supplement.

Transmigration Assays

Confluent HUVECs from the upper chamber of a transmigration
assay were exposed to plaque MPs or 20500g supernatant (see the
Online Data Supplement). After 24 hours, the medium of the upper
chamber was removed and replaced by a medium containing 10°
PMA-activated human PMN cells. After 24 hours, transmigrated
cells in the lower chamber were numbered by flow cytometry
analysis.

Immunofluorescent and Scanning Electron
Microscopy Analysis

Details regarding immunofluorescent and electron microscopy anal-
ysis appear in the Online Data Supplement. To test the hypothesis of
a transfer of ICAM-1 from MPs to endothelial cells, plaque MPs
were labeled with a primary mouse antihuman ICAM-1 antibody
(unlabeled), washed twice, and incubated with HUVECs (3000
AnnV™" MPs/uL, corresponding to 30 AnnV* MPs/cell) for 24
hours. After washout, cells were incubated either with a fluorescent
goat antimouse secondary antibody and analyzed under fluorescence
microscope, or with gold-conjugated goat antimouse secondary
antibody and analyzed with a scanning electron microscope.

To analyze the mechanism of interaction of MPs with endothelial
cells, plaque MPs were incubated with a fluorescent dye, washed
twice, and incubated with HUVECs (3000 AnnV ™ MPs/uL). After
24 hours, HUVECs were incubated with primary mouse antihuman
CD31 antibodies and then with donkey antimouse secondary anti-
bodies conjugated to Cyanin5. After two more washouts with PBS,
nuclei were stained with DAPL

Plaque Microparticles Induce Monocyte Adhesion 337

Quantitative RT-PCR, Western Blotting,
and ELISA
Details appear in the Online Data Supplement.

Statistics

Data are presented as means*=SEM. Wilcoxon and Mann-Whitney
tests were used respectively for paired and independent samples. All
tests were 2-sided and used a significance level of 0.05. Data
handling and analysis were performed with SPSS 12.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL).

Results

Endothelial cell exposure to plaque MPs augmented the
levels of ICAM-1 in a time- and concentration-dependent
manner (Figure 1). However, unlike TNF-«, plaque MPs did
not affect endothelial expression of interleukin-§ mRNA
(Online Figure I), endothelial release of interleukin-6, -8,
monocyte chemoattractant protein-1 (Table 2) and endothe-
lial expression of VCAM-1 or E-selectin (Online Table I).
The effect of plaque MPs on endothelial ICAM-1 levels was
already detectable at 30 minutes and was as potent as that
induced by TNF-« after 4 hours exposure (P=0.47; Figure
1B). After 24 hours of exposure, plaque MPs increased
percentage of ICAM-17 cells by 3.4-fold when compared
with the effect of the vehicle (P<<0.001; Figure 1B). This
increase in ICAM-1" cells tended to be more robust for MPs
obtained from symptomatic than asymptomatic patients, but
did not reach statistical significance (4.8%+0.7 versus
3.9+0.9% of ICAM-1" cells, n=25 and 24, respectively;
P=0.19). A similar augmentation in ICAM-1 levels was
observed for HAECs following exposure to plaque MPs
(3.5+1.3 versus 0.9+0.1% of ICAM-1" HAECs for MP and
vehicle treated cells, respectively; n=6; P=0.03). The effect
of plaque MPs on endothelial ICAM-1 was not observed with
circulating MPs obtained from the same patients, indicating that
the augmented level of ICAM-1 is specific of MPs isolated from
human atherosclerotic plaques (Online Figure II).

We then sought to evaluate the molecular mechanisms
leading to the increase in endothelial ICAM-1 levels follow-
ing exposure to plaque MPs. Quantitative RT-PCR experi-
ments revealed that, if anything, plaque MPs decreased
endothelial ICAM-1 mRNA expression after 6 hours expo-
sure, whereas TNF-a significantly increased endothelial
ICAM-1 mRNA expression (Figure 2A). No effect of plaque
MPs on ICAM-1 mRNA expression was also observed after
24 hours exposure (data not shown). The effect of plaque
MPs on ICAM-1 levels was not affected by actinomycin D or
cycloheximide, whereas these agents significantly reduced
ICAM-1 expression induced by TNF-« (data not shown). We
also investigated pathways known to regulate ICAM-1 syn-
thesis in endothelial cells and observed that inhibitors for
PI3-kinase (LY-294002), NF«B (pyrrolidine dithiocarbam-
ate), MAPK (PD 98059), and PKC (staurosporine, cheleryth-
rine, and Ro 31-8220) pathways did not modify endothelial
levels of ICAM-1 following plaque MPs exposure (data not
shown). Collectively, these data suggest that the effect of
plaque MPs on endothelial ICAM-1 does not result from
either increased mRNA expression or protein synthesis.

Given the rapid increase in ICAM-1 (already detectable at
30 minutes), and the lack of effect of plaque MPs on ICAM-1
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mRNA expression and protein synthesis, we tested the
hypothesis that ICAM-1 transfers from MPs to endothelial
cells. ELISA and Western blot analysis demonstrated the
presence of substantial amount of ICAM-1 in plaque MPs
(Figure 2B), but the absence of significant amounts of
VCAM-1 or P-selectin (Online Table II). Unfortunately,
ICAM-1 was only weakly detectable on plaque MPs using
flow cytometry analysis (0.4+0.2% of AnnV* MPs; n=22),
precluding to the determination of the cellular origin of
ICAM-1+ MPs in the plaque. No significant difference in
ICAM-1 level was detected between MPs from symptomatic
and asymptomatic patients (327*=231 and 245%+235 ng/mL
respectively; P=0.25; n=40). To test the hypothesis that
ICAM-1 transfers to endothelial cells, plaque MPs were
labeled with a mouse anti-ICAM-1 antibody, washed twice to
remove unbound antibody, and exposed to endothelial cells.
Control experiments were performed with MP washing su-
pernatant. Addition 24 hours later of a fluorescent antimouse
secondary antibody revealed that incubation with ICAM-1-
tagged MPs resulted in an intense ICAM-1 staining on the
endothelial surface, whereas supernatant had no effect (Fig-
ure 3A). In a second set of experiments, the secondary
antibody to ICAM-1 was gold-conjugated and scanning

Table 2.

Sn MPs D TNF
—

AnnV* MPs/uL) or TNF-a (10 ng/mL).
The red peak corresponds to negative
control with isotypic antibody and the

HUVECs. Control experiments were per-

formed either with DMEM (D) or plaque

r supernatant (Sn), which gave the same
results as DMEM on basal ICAM-1 lev-
els. B, Exposure of HUVECs to plaque
MPs or TNF-a augmented endothelial
levels of ICAM-1 (flow cytometry analy-
sis; n=8 to 34 depending on the time
points). *A significant difference (P<<0.05)
between MP and supernatant effects.

\

i blue peak reflects ICAM-1-
phycoerythrin-Cyanin5 (PC5) labeling of
=

Sn MPs D TNF

24 hrs

electron microscopy analysis confirmed ICAM-1 presence at
the endothelial surface (Figure 3B). Interestingly, the labeling
was mostly observed in smooth areas of the endothelial cell
surface. In a third set of experiments, MPs were labeled with
the fluorescent dye CellTracker Green BODIPY to further
assess the interaction between MPs and endothelial mem-
brane. Confocal microscopy analysis demonstrated that Cell-
Tracker labeling colocalized with CD31 staining at the
endothelial surface (Figure 3C). Furthermore, diffuse but
significant CellTracker labeling was observed in the endothe-
lial cytosol, attesting that some plaque MPs had fused with
the endothelial membrane and delivered their fluorescent dye
inside the cytoplasm (Figure 3C). Because plaque MPs are
mostly of leukocyte origin,* we investigated whether the
MP-endothelial interaction depended on P-selectin and
PSGL-1.20 PSGL-1 was detected by flow cytometry analysis
on plaque MPs (14+12 PSLG-1" MPs/ug lesion; n=7).
However, neutralizing antibodies against PSGL-1 and
P-selectin (incubated with MPs and endothelial cells respec-
tively) did not affect endothelial ICAM-1 levels on exposure
to MPs (n=4; 24 hours; data not shown). As anionic
phospholipids such as phosphatidylserine favor spontaneous
fusion with cell membranes,?!-22 we then examined the effect

Effect of Plaque MPs on Cytokine Released by HUVECs

TNF-a (10 ng/mL) DMEM

100 AnnV™ MPs/uL 1000 AnnV* MPs/uL 3000 AnnV* MPs/pL

Interleukin-6 (pg/mL) 1811£670 58+11
Interleukin-8 (pg/mL) 15 028+2 328 1458+269
MCP-1 (pg/mL) 5042310148 17 3513931

637 6512 5610
1439+237 1478+237 1250+291
20 5575859 16 1284214 15 5034201

Unlike TNF-« (positive control), plaque MPs did not enhance the release of interleukin-6, -8, or monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) following 24 hours of stimulation of HUVECs (n=8). Data are given as means=SEM.
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Figure 2. Plaque MPs harbor ICAM-1, but do not stimulate endothelial ICAM-1 mRNA expression. A, Quantitative RT-PCR analy-
sis of endothelial ICAM-1 expression (6 hours; n=6). As compared with plaque supernatant, MPs decreased ICAM-1 mRNA expression,
whereas TNF-a increased ICAM-1 mRNA expression. *P<0.05; **P<0.01. B, Presence of ICAM-1 in plaque MP pellet as compared
with supernatant (ELISA assay; n=14; **P<0.001). Inset, Representative immunoblot (of 3 experiments) demonstrating the presence of

ICAM-1 in plaque MPs.

of annexin V on ICAM-1 transfer to endothelial cells.?°
Preincubation of plaque MPs with annexin V (in the presence
of 5 mmol/L CaCl,) decreased by 69*+21% endothelial
ICAM-1 level resulting from plaque MP exposure (n=6,
P=0.03; Figure 3D). To test whether the mechanisms of
ICAM-1 transfer were specific for endothelial cells, we
exposed COS-7 cells, known not to express ICAM-1,3 with
plaque MPs; this resulted in the presence of ICAM-1 anti-
genic reactivity at the surface of COS-7 cells (Figure 3E). We
then examined whether or not MP-borne ICAM-1 was func-
tionally integrated in the plasma membrane of COS-7 cells
following exposure to plaque MPs (24 hours). An activating
anti-ICAM-1 antibody increased ERK1/2 phosphorylation, a
known downstream event in ICAM-1 mediated signal trans-
duction?* in COS-7 cells exposed to plaque MPs, but not to
supernatant (vehicle) (Figure 3F). Collectively, these data
demonstrate that MP-borne ICAM-1 is transferred and func-
tionally integrated in target cell membranes.

We next examined the potential functional consequences
of the increased ICAM-1 levels attributable to plaque MPs.
Exposure to plaque MPs (24 hours) enhanced in vitro
adhesion of fluorescent U937 cells to HUVECs, when com-
pared with DMEM or with MP vehicle-treated HUVECs
(Figure 4A and 4B). Conversely, adhesion of fluorescent
U937 cells to HUVECs was neither increased by circulating
MPs at a concentration of 1000 AnnV" MPs/uL (plasma
MPs: 9.1£0.9; plasma supernatant: 8.1*+0.4 cells/mm?;
P=0.176; 24 hours; n=7) nor at a concentration of 3000
AnnV* MPs/uL (plasma MP: 6.4+ 1.7; plasma supernatant:
7.2+1.8 cells/mm?; P=0.345; 24 hours; n=>5). Plaque MPs
also increased the endothelial adhesion of human peripheral
PMN cells (2.8+0.6 PMN cells/mm?; n=30), as compared
with DMEM (1.8+0.2 PMN cells/mm?; n=19; P=0.007)
and with supernatant-treated HUVECs (1.75%+0.2 PMN cells/
mm?; n=30; P=0.002). The increase in endothelial adhesion
of PMN cells was more pronounced for MPs obtained from
symptomatic than asymptomatic patients (Figure 4C). The
adhesion of U937 cells was decreased by 58*£3% using an

anti-LFA-1 neutralizing antibody, and by 72*2% when
combining anti-LFA-1 with anti-ICAM-1 antibodies (Figure
4D). The effect of plaque MPs on monocyte adhesion to
endothelial cells persisted under low shear (plaque MP:
4.1%+0.3; supernatant: 3.5*=0.3 cells/mm?; P=0.043; 3000
AnnV*' MPs/uL; 24 hours; n=5) and high shear stress
conditions (plaque MP: 2.7%0.2; supernatant: 2.0%=0.1 cells/
mm?; P=0.018; 3000 AnnV* MPs/uL; 24 hours; n=7).
Monocyte adhesion was also evaluated ex vivo in mouse
carotid arteries maintained in organ culture at 80 mm Hg
intraluminal pressure and exposed intraluminally to either
plaque MPs or vehicle under static conditions for 24 hours.
The number of adherent U937 cells was increased by 1.7 fold
in vessels exposed plaque MPs, as compared with control
conditions (P=0.02; n=7) (Figure 4E). Exposure of U937
cells to anti-LFA-1 and carotid artery to anti-ICAM-1 neu-
tralizing antibodies decreased U937 cells adhesion to carotid
artery by 83*11% as compared with the corresponding
isotypic IgGs controls (n=4, P=0.039) (Online Figure III).
Thus, exposure of endothelial cells to plaque MPs favors
monocytic cell adhesion both in vitro and ex vivo, under
static and under flow conditions. Then, we sought to evaluate
whether or not plaque MPs promote endothelial transmigra-
tion of PMN cells. Plaque MPs (24 hours) significantly
increased PMN transmigration (n=16; P=0.013) and this
effect was more robust for MPs isolated from symptomatic
than asymptomatic patients (140%=34 versus 107=19% of
vehicle effect; n=8 each; P=0.04).

Discussion

The present study demonstrates that ICAM-1 can transfer
from human plaque MPs to endothelial cells, leading to
increased leukocyte adhesion and transmigration. MPs orig-
inating from plaques may thus contribute to the progression
and development of human atherosclerotic lesions.

We observe here that exposure to MPs isolated from
human atherosclerotic plaques rapidly increases ICAM-1 at
the endothelial cell surface, despite the lack of endothelial
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Figure 3. ICAM-1 transfer to target cells. A, Plague MPs were labeled with an anti-ICAM-1 antibody, washed to remove unbound
antibody, and incubated with HUVECs for 24 hours (3000 AnnV* MPs/puL). Fluorescent secondary antibody was then applied, revealing
an intense staining on the surface of endothelial cells incubated with MPs but not with washing supernatant. In the upper panels, nuclei
are stained with DAPI (blue) (original magnification, X 40). These images are representative of 5 experiments. In the lower panels, con-
focal microscopy analysis confirmed the plasma membrane localization of the ICAM-1 staining (original magnification, X 40; represen-
tative of 3 experiments). In these experiments, plaque MPs, but not HUVECs, were incubated with the anti-ICAM-1 antibody. This
explains why there is no staining for ICAM-1 on endothelial cell treated with “supernatant.” B, Plaqgue MPs were labeled with an anti-
ICAM-1 antibody, washed to remove unbound antibody, and incubated with HUVECs for 24 hours (3000 AnnV*" MPs/uL). Gold-
conjugated secondary antibody was then applied, revealing by electron microscopy an intense staining on the surface of endothelial
cells incubated with MPs but not with washing supernatant. C, Plague MPs were labeled with the fluorescent CellTracker Green
BODIPY dye (green), washed to remove unbound dye, and incubated with HUVECs (3000 AnnV™" MPs/uL). After 24 hours, fluorescent
MPs colocalized with CD31 staining (red, arrow) but cytoplasm was also green (arrowhead), suggesting that at least a part of MPs
had fused with cell plasma membrane. In the top images, nuclei are stained with DAPI (blue) (original magnification, X40). These
images are representative of 9 experiments. In the bottom images, confocal microscopy analysis confirmed the presence of MPs on
the plasma membranes, as demonstrated by the colocalization of CD31 (red) and Cell-tracker labeled MPs (green) (original magnifica-
tion, X40; resolution 1 um). These images are representative of 3 experiments. D, Preincubation of plaque MPs with annexin V
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Figure 4. Adhesion assays. A, Fluorescent U937 monocytic cells (orange) adhering to HUVECs exposed for 24 hours to either plaque
MPs or DMEM in 96-wells plates (original magnification, X10). Nuclei are stained with DAPI (blue). Representative of 7 experiments. B,
As compared with DMEM or 20500g supernatant, exposure of HUVECs to plaque MPs (3000 AnnV* MPs/uL, for 24 hours) enhanced
adhesion of U937 cells (5000/well; n=7). C, Plaque MPs (3000 AnnV* MPs/uL) from symptomatic patients induced more adhesion of
PMN cells (2000 PMN cells/well) to HUVECs than those from asymptomatic patients (n=30; P=0.03). Data are given as the difference
in adherent PMN cell number per well between control conditions (MPs vehicle) and plaque MPs exposed cells. D, Exposure of U937
cells to anti-LFA-1 neutralizing antibodies decreased U937 cell adhesion to HUVECs previously incubated with plaque MPs (3000
AnnV* MPs/uL; 24 hours; n=4). The combined exposure of U937 cells to anti-LFA-1 and HUVECs to anti-ICAM-1 antibodies further
decreased this adhesion (3000 AnnV* MPs/uL, for 24 hours; n=4). Control experiments were performed with the respective IgG iso-
types (IgG). Data are means=SEM. E, Quantification of U937 cell adhesion ex vivo. Mouse arteries were incubated at 80 mm Hg for 24
hours with either plaque MPs or the 20 500g supernatant. Fluorescent U937 cells were then injected into the intraluminal space and left
to adhere for 30 minutes; adherent cells were counted after washout. Monocytic cell adhesion was enhanced in vessels exposed to
plaque MPs (n=7). Data are given as means+SEM. *P<0.05.

ICAM-1 mRNA upregulation and that plaque MPs harbor the delivery of a fluorescent dye contained in MPs to the

measurable amounts of ICAM-1. As tagging MP ICAM-1 endothelial cell cytoplasm; and (4) the transfer of ICAM-1
leads to the recovery of tagged ICAM-1 on endothelial cells, from MPs to smooth areas of the endothelial cell surface, as
we hypothesized that ICAM-1 might be transferred from attested by electron microscopy data. Unlike the transfer of
plaque MPs to endothelial membranes as the molecular link tissue factor from in vitro—generated leukocyte MPs to
between exposure to MPs and increased monocyte adhesion. activated platelets,?® the present study shows that the inter-
Such a transfer of protein from MPs to cells has been action between plaque MPs and nonactivated endothelial
previously reported for instance for CXCR4 or CCRS.25-%7 cells does not involve P-selectin and PSGL-1, but we cannot
Two types of interactions could contribute to this effect: rule out the possibility that other ligand/receptor complexes
docking of MPs on the endothelial surface involving a could be involved. Furthermore, the increase in ICAM-1
ligand-receptor interaction or fusion of their respective mem- levels observed in COS-7 cells, a cell line known not to
branes.?® Several findings support the interpretation that express [CAM-1,23 following MP exposure argues against the
plaque MPs fuse with endothelial cell membranes: (1) high contribution of specific endothelial docking receptors and
expression levels of fusogenic phospholipid phosphatidylser- strongly favors the membrane fusion hypothesis. Interest-
ine on MPs, as attested to by intense annexin V labeling of ingly, the effect of MPs on endothelial ICAM-1 appears to be
plaque MPs#; (2) the inhibitory effect of annexin V on specific for MPs isolated from human plaque, for an equiv-
ICAM-1 endothelial levels following exposure to MPs; (3) alent concentration of MPs isolated from the blood of the

Figure 3 (Continued). (3 ug/mL) for 1 hour in the presence of CaCl, (5 mmol/L final concentration) decreased ICAM-1 levels as
compared with the same levels of buffer and Calcium in absence of annexin V (3000 AnnV* MPs/uL; 24 hours; n=6). Data are
means*=SEM. *Indicates a significant difference (P<<0.05) between MP and Supernatant effects. #Indicates a significant difference
(P<0.05) between MPs and MPs incubated with annexin V effects. E, As compared with supernatant, exposure of COS-7 cells to
plague MPs (3000 AnnV* MPs/uL, for 24 hours; n=8) leads to detectable ICAM-1 antigenic reactivity on COS-7 cells. COS-7 cells
were mechanically scraped and incubated with anti-ICAM-1-phycoerythrin-Cyanin5 for flow cytometric analysis. *P<0.05. F, Functional
integration of ICAM-1 in the plasma membrane of targeted cells. ICAM-1 crosslinking increase phosphorylation of ERK in COS-7 cells
previously exposed for 24 hours to plague MPs (3000 AnnV*" MPs/uL; n=9), but not in COS-7 cells exposed to supernatant. Data are
means*=SEM. *P<0.05; ns, not significant.
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same patients did not affect endothelial ICAM-1. Previous
work from our group demonstrated that plaque MPs were of
different cellular origins than their circulating counterparts
and originated mostly from leukocytes.* The cellular origin of
plaque MPs harboring ICAM-1 remains unclear, but
leukocyte-derived or endothelial MPs present in human
plaques could harbor ICAM-1 expressed by cells they stem
from.?® Furthermore, we observed that MP-borne ICAM-1
was functionally integrated in target cell membranes. This
was associated with an augmented adhesion of U937 mono-
cytes observed both in vitro and ex vivo and a stimulation of
transendothelial migration of PMN cells. Anti-ICAM-1 and
anti-LFA-1 neutralizing antibodies inhibited U937 cell accu-
mulation, thus demonstrating the contribution of ICAM-1 to
this process. Interestingly, plaque MPs from symptomatic
patients induced greater monocytic cell adhesion and trans-
migration than MPs from asymptomatic patients, suggesting a
functional difference between these MPs. Although not statisti-
cally significant, the apparent greater abundance of phosphati-
dylserine* and of ICAM-1 (this study) in MPs isolated from
symptomatic patients could contribute to an increased fusion and
transfer of microparticle ICAM-1 to endothelial membrane,
leading to a more robust functional effect than that of MPs from
asymptomatic patients. However, the present study does not rule
out the possibility that another adhesion mechanism could
contribute the greater adhesion of monocyte to endothelial cells
exposed to MP from symptomatic patients.

Several leukocyte adhesion molecules, including ICAM-1,
VCAM-1 and E-selectin, are expressed on vascular endothe-
lial cells in human atherosclerotic plaques.> Furthermore,
several studies have demonstrated the major implication of
ICAM-1 in atherosclerosis through the regulation of mono-
cyte recruitment into atherosclerosis-prone areas.? Indeed,
ICAM-1 expression is elevated in atherosclerosis-prone aor-
tas. Treatment of Apoe '~ mice with anti-ICAM-1 antibodies
reduced by 70% macrophage short-term homing into athero-
sclerotic lesions.2? In addition, the absence of ICAM-1, CD18
(the B-subunit of LFA-1), or both reduced aortic lesion size,
suggesting that ICAM-1 together with CD18 participates in
the regulation of monocyte homing.3° Together with the data
presented here, these findings support the concept that plaque
MPs, which accumulate in atherosclerotic lesions, may favor
their development by enhancing the adhesion of monocytes
and their transendothelial migration. However, the extent to
which plaque MPs contribute to increased endothelial
ICAM-1 expression in atherosclerotic lesions remains pres-
ently unknown as no general mechanism for MP formation
has been demonstrated yet, thus precluding to the design of
murine models of atherosclerosis where the formation of
plaque MPs could be specifically prevented. Despite this
limitation, the concomitant presence of MPs bearing ICAM-1
together with microvascular endothelial cells in advanced
lesions let us speculate that plaque MPs could contribute in
vivo to the increased ICAM-1 expression observed in athero-
sclerotic plaque. Indeed, given the existence within the
plaque of abnormal microvessels characterized by disorga-
nized branching and immature endothelial tubes with “leaky”
imperfect linings, plaque MPs may diffuse within blood
stream and thus transfer ICAM-1 to the endothelial cell

surface in a “paracrine” manner.?! It should be highlighted
that experiments of the present study were performed with
MP concentrations lower than the estimated averaged MP
abundance in lesions.* Alternatively, given the high concen-
tration in MPs in the plaque (200-fold more concentrated than
in the plasma from the same patients*), plaque MPs could
increase systemic endothelial inflammation at the time of
plaque rupture. They could also directly bind to Mac/LFA
complexes in the circulation, therefore preventing leukocyte
tethering and binding. However, both these potential effects
in the circulation would likely be blunted by the high
thrombogenic activity of plaque MPs.*32

In conclusion, our results demonstrate that MPs isolated
from human atherosclerotic plaques transfer ICAM-1 onto
nonactivated endothelial cells to facilitate monocyte adhesion
and transendothelial migration. Therefore, accumulation of
MPs in atherosclerotic lesions may contribute to atheroscle-
rotic plaque progression by stimulating the recruitment of
inflammatory cells in the lesion.
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Novelty and Significance

What Is Known?

e Human atherosclerotic plaques contain large amounts of micropar-
ticles, which are submicron membrane vesicles released following
cell activation or apoptosis.

e Plague microparticles stimulate endothelial cell proliferation and new
vessel formation in vivo, both of which contribute to making the
plaque more fragile and increasing the chances of myocardial
infarction or of stroke.

What New Information Does This Article Contribute?

e \We show here that plaque microparticles have an additional poten-
tially deleterious effect by increasing the recruitment of monocytic
inflammatory cells to atherosclerotic lesions.

e Microparticles are shown to harbor intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1 and transfer this adhesion molecule to the endothelial
cell membrane, where it is functionally integrated.

Transfer of ICAM-1 from microparticles to endothelial cells is shown
to increase monocyte adhesion both in vitro, in isolated perfused
mouse carotid and under flow condition. Microparticles also
enhance migration of these cells through the endothelial barrier,
thus contributing to inflammatory cell recruitment in atheroscle-
rotic lesions.

Membrane-shed microparticles isolated from human atheroscle-
rotic plaques transfer functional ICAM-1 to target endothelial
cells, leading to increased monocyte adhesion and transmigra-
tion through the endothelial layer. Thus, microparticles accumu-
lating in atherosclerotic plagues may contribute to lesion
progression by enhancing inflammatory cells recruitment.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL FOR:

Microparticles From Human Atherosclerotic Plaques Promote Endothelial ICAM-1-
dependent Monocyte Adhesion and Transendothelial Migration.

Pierre-Emmanuel RAUTOU "2, Aurélie S LEROYER "2, Bhama RAMKHELAWON "2, Cécile
DEVUE "2, Anne-Clémence VION'?; Dominique DUFLAUT "2 Gilles NALBONE **, Yves
CASTIER '35, Guy LESECHE 5, Stéphanie LEHOUX '*, Alain TEDGUI 2, Chantal M
BOULANGER 2.

DETAILED METHODS

MPs isolation from human endarterectomy specimens

MPs were isolated from human atherosclerotic plaques according to a previously described
procedure, which has been shown not to generate MPs from healthy human arteries’. MPs
were characterized by flow cytometry using Annexin V labeling and their presence was
confirmed by electron microscopy .

Surgical samples were rapidly rinsed in cold sterile Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM; Gibco BRL) supplemented with antibiotics (100 IU/mL Streptomycin, 100 1U/mL
Penicillin and 10 yg/mL Polymyxin B; Sigma; St Louis, MO) and atherosclerotic lesions were
separated from the apparently healthy vessel wall. In order to suspend MPs, plagques were
then thoroughly minced using fine scissors in a volume of fresh DMEM, supplemented with
antibiotics and filtered on 0.22 ym membrane, corresponding to 10 fold the respective weight
of each lesion (100 mg tissue in 1 mL medium). The resulting preparations were centrifuged
first at 400 g (15 min) and then at 12500 g (5 min) to remove cells and cell debris. The
resulting supernatant (called “plaque homogenate”) was subsequently used for flow
cytometry experiments and further centrifuged at 20500 g for 150 minutes at 4T to pellet
MPs. All experiments were performed with pelleted MPs gently resuspended in fresh DMEM
and compared to the effects either of DMEM alone or of the supernatant obtained after
pelleting MPs from plaque homogenates and filtered successively on 0.22 ym and 0.1 ym
membranes to completely eliminate MPs. The absence of effect of the procedure on healthy
tissue was confirmed using freshly isolated rat aorta (n=4), for which 3+1 AnnV+ MPs/ ug
tissue were retrieved, as compared with 183 = 17 AnnV+ MPs/ ug lesion (n = 62) obtained
from human atherosclerotic lesions in this study, and in accordance with previous reports .
Plaque MP preparations were assayed for endotoxin contamination using Limulus lysate
assay (QCL-1000, Cambrex, Lonza, Walkersville, MD): final endotoxin contamination was in
all cases below detection limit, so that 3000 AnnV+ MPs/uL contained less than 5.2 + 2.0
endotoxin units/mL (mean = SEM).

Circulating MP isolation

Circulating MPs were isolated from platelet-free plasma obtained by successive
centrifugations of venous blood drawn from the same patients, as reported earlier 2. Briefly,
citrated venous blood (5 mL) was centrifuged at 400 g for 15 min and then at 12500 g for 5
min at room temperature. In order to obtain, after dilution in endothelial cell medium,
concentrations in MPs similar to those present in the plasma of the patients, circulating MPs
were concentrated from platelet-free plasma using centrifugation at 20500 g for 150 minutes
(+4<C) and resuspended in a volume of plasma corres ponding to 1/10 of the initial volume of
plasma remaining above the MP pellet.
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Flow cytometry analysis of MPs

MPs were analyzed on a Coulter EPICS XL flow cytometer (Beckman Coulter, Villepinte,
France) as previously described . A known amount of Flowcount calibrator beads
(Beckman Coulter, Fullerton, CA; 20 yL) was added to each sample just before performing
flow cytometry analysis. Regions corresponding to MPs were identified in forward light
scatter (FSC) and side-angle light scatter (SSC) intensity dot plot representation set at
logarithmic gain. MP gate was defined, using calibration beads (Megamix, Biocytex, France
and 0.1ym beads, Invitrogen, Eugene, OR), as events with a 0.1-1uym diameter and then
plotted on a fluorescence/FSC fluorescence dot plot to determine MP counts positively
labeled by specific antibodies. MP concentration was assessed by comparison to Flowcount
calibrator beads. As previously described ', we incubated 10 pL of plaque homogenate with
anti-human P-Selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) phycoerythrin (20 uL/test) or anti-
ICAM-1- phycoerythrin-Cyanin5 (20 uL/test) antibodies (BD Pharmingen; San Diego; CA) or
their corresponding isotype-matched immunoglobulin G (IgG) controls at room temperature
for 30 minutes in the dark. Presence of phosphatidylserine at the surface of plaque or plasma
MPs was assessed using fluoroisothiocyanate-conjugated Annexin V (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) diluted in appropriate buffer (140 mmol/L NaCl, 10 mmol/L HEPES, pH
7.4) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) in the presence or in the absence of CaCl, (5
mmol/L), as a negative control 2,

Assessment of adhesion molecule expression

Expression of adhesion molecules on endothelial cell was determined by flow cytometry.
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), human coronary artery endothelial cells
(HCAEC) and COS-7 cells were plated in 96-well plates and incubated at 37C in a 5% CO ,
incubator. HUVECs (7 different donors) and HCAECs (1 donor) were obtained from
Promocell (Heidelberg, Germany) and cultured respectively in endothelial cell basal medium
supplemented with serum and growth factors and in endothelial cell growth medium
(Heidelberg, Germany). All experiments were performed between passage 2 and 6. COS-7
cells (ATCC, Manassas, VA) were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal calf
serum (Gibco, Scotland, UK). When cells reached sub-confluence, they were stimulated with
either MPs (20500 g pellet resuspended in fresh DMEM for plague MPs or in filtered plasma
supernatant for plasma MPs), their vehicle (20500 g supernatants), DMEM (as a negative
control) or tumor necrosis factor-o (TNF-a) (Calbiochem, Nottingham, UK; 10 ng/mL, as a
positive control) for 30 minutes, 4, 12, 24 and 48 hours. Thereafter, cell supernatant was
replaced by phosphate buffer saline (PBS). Cells were mechanically scraped and incubated
with the following fluorochrome-labelled antibodies or their corresponding isotype-matched
IgG controls at room temperature for 30 minutes in the dark: anti-human E-Selectin-
phycoerythrin (1 pL/test), anti-ICAM-1- phycoerythrin-Cyanin5 (20 pL/test) and anti-VCAM-1-
phycoerythrin (4 plL/test) antibodies, all provided by BD Pharmingen (San Diego, CA).
HUVECs, HCAEC and COS-7 cells were analyzed on a Coulter EPICS XL flow cytometer
(Beckman Coulter, Villepinte, France) and numbered by comparison to Flowcount Calibrator
beads of known concentration.

Fluorescent Cell Preparation

Peripheral venous blood (15—-20 mL) was obtained from healthy volunteers by venopuncture
and collected into heparinized, sterile, pyrogen-free tubes (BD Pharmingen, Grenoble,
France). Blood was diluted 1:1 in PBS and monocytes were isolated by density-gradient
centrifugation over endotoxin-free Ficoll-Paque (human Pancoll, Pan Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany). The cell layer containing polymorphonuclear (PMN) cells was
collected and washed twice in PBS. The PMN cells were preactivated with phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA; 0.1 uM; Sigma; St Louis, MO) for 30 minutes.
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Cells of the human monocytic cell line U937 were cultivated in RPMI medium 1640 (Gibco
BRL) containing antibiotics (100 IU/mL Streptomycin and 100 IU/mL Penicillin) and
supplemented with 10% fetal calf serum.

Organ Culture

C57BL/6 mice (17 weeks, Charles River, France) left and right carotid arteries were isolated,
cannulated at both extremities, and immersed in an organ culture bath filled with DMEM
supplemented with 10% fetal calf serum and antibiotics (100 IU/mL Streptomycin, 100 1U/mL
Penicillin and 10 pg/mL Polymyxin B) as described previously ®. Each arterial segment was
connected to a closed perfusion circuit consisting of a 3-port reservoir and a pressure
chamber allowing for the application of a controlled intraluminal hydrostatic pressure. Organ
culture of carotid segments was performed under sterile conditions in an incubator set at 5%
CO, and at 37<C. Vessels were exposed to a physiologic al pressure (80 mm Hg) for 24
hours. To avoid the potentially confounding effect of shear forces, no flow was applied.
Plague MPs (3000 AnnV+ MPs/uL) were injected within the arterial lumen.

After 24 hours, fluorescent U937 cells were injected in the lumen of cultured vessels by the
distal end, and allowed to interact for 30 minutes (5x106 cells/mL). After washout, vessels
were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 minutes. Adherent cells were counted under a
fluorescence microscope (Zeiss Axio Imager Z1). In some experiments, the lumen of cultured
vessels were exposed to neutralizing antibody targeting ICAM-1 or its corresponding isotypic
control (IgGy; 10 pg/mL; R&D Systems; Minneapolis, MN) for 1 hour before the U937 cells
adhesion protocol. U937 cells were pretreated or not with anti-lymphocyte function
associated antigen-1 (LFA-1) antibody (10 yg/mL; Bender MedSystems, Vienna, Austria) or
its corresponding isotypic control (IgG+) (10 pg/mL; R&D Systems; Minneapolis, MN).

Transmigration assays

HUVECs were seeded onto uncoated, low-density (8x10°/cm?), 3.0 ym pore cell culture
inserts which were placed in matching 24-well plates (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)
and cultured at 37T in a 5% CO , incubator. Upper and lower chambers contained 200 yL
and 700 pL supplemented endothelial cell basal medium, respectively. After 7 days,
confluent HUVECs from the upper chamber were exposed to plaque MPs or 20500g
supernatant. After 24 hours, the medium of the upper chamber was removed and replaced
by 200 pL endothelial cell basal medium containing 10° PMA-activated human PMN cells.
After 24 hours, transmigrated cells in the lower chamber were labeled with anti-human LFA-
1-phycoerythrin (20 pL/test) antibodies or their corresponding isotype-matched IgG controls
(BD Pharmingen; San Diego, CA) and numbered by flow cytometry analysis (FACSCanto |l
flow cytometer; BD Biosciences, San Jose, CA) by comparison to Flowcount Calibrator
beads of known concentration.

Immunofluorescent analysis and scanning electron microscopy

In order to test the hypothesis of a transfer of ICAM-1 from MPs to endothelial cells, plaque
MPs were incubated for 1 hour with a primary mouse anti-human ICAM-1 antibody (10
pg/mL; R&D Systems; Minneapolis, MN). Unbound antibody was removed by washing
plaque MPs twice: MPs were resuspended in DMEM and further centrifuged at 20500 g for
150 minutes at 4T to pellet MPs. MPs or supernatant of the second centrifugation (used as
negative control) were incubated with HUVECs (3000 AnnV+ MPs/uL, corresponding to 30
AnnV+ MPs/cell) for 24 hours.

In a first set of experiments, after washout with prewarmed PBS, HUVECs were fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 minutes. After one more washout with PBS and incubation with 5%
bovine serum albumin, (Sigma; St Louis, MO) for 30 minutes, the cells were incubated for 1
hour at room temperature with a 1:400 dilution of goat anti-mouse secondary antibody
conjugated to Alexa 488 (Invitrogen, Eugene, OR). After two more washouts, nuclei were
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then stained with DAPI (blue). Immunofluorescence was detected using a 40x oil-immersion
objective on a Zeiss Axio Imager Z1 microscope. Confocal microscopy was also performed
(Bio-Rad MRC 600 confocal head with a Nikon microscope).

In another set of experiments, after washout with prewarmed PBS, HUVECs were pre-fixed
in 2% paraformaldehyde for 10 minutes. The cells were then incubated for 1 hour at 37C
with a 1:30 dilution of gold-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (BBlInternational,
UK) diluted in PBS with 0.1% bovine serum albumin. The cells were then fixed with 85
mmol/L phosphate buffer pH 7.2 containing 4% paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde.
The preparations were post-fixed in 0.1% osmium tetraoxide, dehydrated in graded ethanol
baths, dried to critical point using hexamethyldisilizane, and coated by platine sputtering.
They were examined with a Zeiss Gemini (Carl Zeiss, Le Pecq, France) scanning electron
microscope.

In order to analyze the mechanism of interaction of MPs with endothelial cells, plaque MPs
were incubated for 30 minutes with 20 yM fluorescent dye (CellTracker Green BODIPY;
Molecular Probes; Eugene, OR) at 37C, washed twice by resuspending MPs in DMEM and
centrifugating at 20500 g for 150 minutes at 4T to pellet MPs. The amount of CellTracker+
MPs corresponded to 62 + 8% of AnnV+ MPs (n = 3). MPs or supernatant of the second
centrifugation (used as negative control) were incubated with HUVECs (3000 AnnV+
MPs/uL). CellTracker Green BODIPY passes freely through cell membranes, but once inside
the cytoplasm it is transformed into cell-impermeant reaction product *°. After 24 hours,
HUVECs were washed with prewarmed PBS, fixed in 4% paraformaldehyde for 15 minutes.
After one more washout with PBS and exposure to 5% bovine serum albumin for 30 minutes,
the cells were incubated for 1 hour at room temperature with primary mouse anti-human
CD31 antibodies (1:50 dilution; BD Pharmingen; San Diego, CA). After two washouts with
PBS, the cells were incubated for 1 hour at room temperature with a 1:200 dilution of donkey
anti-mouse secondary antibodies conjugated to Cyanin5 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA). After two more washouts with PBS, nuclei were stained with
DAPI and analyzed under fluorescence (Zeiss Axio Imager Z1 microscope) and confocal
(Bio-Rad MRC 600 confocal head with a Nikon microscope) microscopes.

Quantitative RT-PCR

RT-PCR was performed to quantify ICAM-1 and IL-8 mRNA levels using the RNeasy micro
protocol (Qiagen) to isolate total RNA from HUVECs exposed to MPs for 6 hours for IL-8 and
6 and 24 hours for ICAM-1. One microgram of RNA was mixed with random primers and
reverse transcribed according to the first-strand method (Supershift, Invitrogen). cDNA thus
obtained was amplified by PCR under the following conditions: 30 seconds at 94C, 30
seconds at 57.6C, 30 seconds at 72T, for 40 cycle s. PCR primers used were as follows:
ICAM-1 sense, 5-GCC CGA GCT CAA GTG TCT AAA GGA-3’; ICAM-1 antisense, 3-TA
GTA GTG ACA CCA TCG TCG GCG-5’; IL-8 sense 5° CAAGAGCCAGGAAGAAACCA 3’ IL-
8 antisense 5° GTCCACTCTCAATCACTCTCAG 3’; GAPDH sense, 5-GAA GGT GAA GGT
CGG AGT C-3’; GAPDH antisense, 3-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-5’; HPRT sense,
5 GGGGGCTATAAATTCTTTGCTGACCT 3’; HPRT antisense, 5
TCGTGGGGTCCTTTTCACCAG 3'. The same cDNA samples were used for GAPDH, and
ICAM-1 and for IL-8 and HPRT amplification. PCR amplification resulted in 485192 bp
fragments originated from ICAM-1 mRNA, 225 bp from IL-8 mRNA, 226 bp from GAPDH
mRNA and 303 bp from HPRT mRNA. For quantification, the number of PCR cycles was
chosen within the linear exponential phase with respect to the amount of cDNA template and
the PCR performed.

ELISA assay
The medium of HUVECs exposed to plaque MPs for 12, 24 and 48 hours were removed and
centrifuged at 500g for 15 min in order to eliminate cells debris. Interleukin-6, 8 and
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monocyte chemoattractant protein-1 release were quantified with respectively Human
interleukin-6, -8 and monocyte chemoattractant protein-1 ELISA kit provided by BD
Pharmingen (San Diego, CA) according to the manufacturer’s instructions. ICAM-1, VCAM-1
and P-Selectin exposed on MPs was also quantified by ELISA with Human sICAM-1 and
sICAM-1 ELISA kit provided by BD Pharmingen (San Diego, CA) and Human soluble P-
Selectin/CD62P Immunoassay (R&D Systems; Minneapolis, MN).

Assessment of the functional integration of ICAM-1

Confluent COS-7 cells plated in 6-well plates were incubated with MPs, or their vehicle
(20500 g supernatant). After 24 hours, COS-7 cells were washed once, and then exposed for
30 minutes to activating mouse anti-human ICAM-1 antibody (clone 6.5B5; 5 pg/mL;
AbDSerotec, Oxford, UK) or its corresponding isotypic control (IgG+; 5 pg/mL; R&D Systems;
Minneapolis, MN). Cells were then washed twice and a sheep anti-mouse secondary
antibody (Amersham, GE healthcare) was used for cross-linking at 1:1000 for 15 minutes °.
As a negative control, confluent COS-7 cells were incubated with DMEM supplemented with
10% fetal calf serum (Gibco, Scotland, UK). As a positive control, confluent COS-7 cells were
incubated for 24 hours with DMEM without fetal calf serum, and then were exposed to 10%
fetal calf serum for remaining 30 minutes (Gibco, Scotland, UK).

Finally, COS-7 cells were washed twice with cold PBS and scraped off in 50 uL of RIPA
buffer (150mM NaCl, 50mM TrisHCI pH7.4, 2mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 0.2%
Sodium dodecyl sulfate, 2mM activated orthovanadate, complete protease inhibitor cocktail
tablet and complete phosphatase inhibitor cocktail tablet (Roche, Neuilly-sur-seine, France)).
Lysates were sonicated and protein content was quantified using the Lowry (Bio-Rad) protein
assay. As detailed below, p-ERK level was then evaluated by western blot analysis.

Western blotting

Detection of ICAM-1 on MPs pellet and 20500g supernatant was also performed by western
blotting as previously described ’. The same quantities of proteins (determined using the Bio-
Rad protein determination assay) were submitted to electrophoresis on a sodium dodecyl
sulfate—polycrylamide gel (NUPAGE 10% acrylamide; Invitrogen). The anti-ICAM-1 antibody
utilized (H-108) was from Santa-Cruz.

Detection of p-ERK in COS-7 cells was performed as follows. Lysates were mixed with the
reducing sample buffer for electrophoresis and subsequent transferred onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad). Equal loading (25ug) was verified using Ponceau red solution.
Membranes were incubated with anti-P-ERK (1:1000, Santa Cruz, CA). After secondary
antibody incubation (1:3000; Amersham, GE healthcare, UK), immunodetection proceeded
using an enhanced chemiluminescence kit (Immun-Star WesternC kit, Bio-Rad, Hercules,
CA) and bands were revealed using the Las-4000 imaging system and Image Gauge
software (Fuji Film, Tokyo, Japan). After initial immunodetection, membranes were stripped
of antibodies and reprobed with anti-GAPDH antibody (1:5000; Chemicon, Millipore, Billerica,
MA).
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SUPPLEMENTAL FIGURES and FIGURE LEGENDS
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Supplemental Figure . Quantitative RT-PCR analysis of endothelial interleukin-8 mRNA
expression (6 hours; n = 6). Contrary to TNF-a, plaque MPs (3000 AnnV+MPs/uL) had no
effect on interleukin-8 mMRNA expression as compared both to plaque supernatant and to
culture medium (DMEM). ** p<0.01.
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Supplemental Figure Il. 24 hours exposure to plaque MPs induced greater ICAM-1
expression on HUVECs than that of circulating MPs from the same patients (n = 6; 1000
AnnV+ MPs/uL, which is in the range of the concentration observed in the plasma of these

patients '). Data are mean + SEM. * p<0.05.
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Supplemental Figure lll. Quantification of U937 cell adhesion ex vivo. Mouse arteries were
incubated at 80 mmHg for 24 hours with plaque MPs (3000 AnnV+ MPs/uL; n = 4).
Fluorescent U937 cells were then injected into the intraluminal space and left to adhere for
30 minutes; adherent cells were counted after washout. Exposure of U937 cells to anti-LFA-1
neutralizing antibodies and of carotid artery lumen to anti-ICAM-1 neutralizing antibodies
decreased adhesion of U937 cells to carotid artery. Control experiments were performed with

the respective IgG isotypes (IgG). Data are mean + SEM. * p<0.05.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Supplemental Table I. Exposure of HUVECs to plaque MPs did neither augment
endothelial expression of VCAM-1 nor of E-selectin (flow cytometry analysis; n = 4; 24

hours).
TNF-o DMEM 100 AnnV+ 1000 3000 6000 AnnV+
(10 ng/mL) MPs/uL AnnV+ AnnV+ MPs/ puL
MPs/uL MPs/ uL

% of VCAM-1 + 10.2 = 2.1 0.3+0.3 0.3+0.2 0.1+ 0.1 0.1+ 0.1 0+0
HUVECs

% of E-selectin 14.2 + 2.1 0.1 +0.1 0.2+0.1 0.1 +0.1 0=0 0+0

+ HUVECs

Data are given as mean + SEM.

Supplemental Table Il. Presence of VCAM-1 and P-Selectin on plaque MPs determined by
ELISA in MP pellet and 20500 g supernatant (n = 14).

MP pellet 20500 g n= p=
supernatant
VCAM-1 (ng/mL) 7.47+2.16 528+1.5 5 0.225
P-selectin 2.33+0.35 1.86+0.22 7 0.149

(ng/mL)
Data are given as mean + SEM.
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L’ensemble de ces travaux permet de contribuer a la connaissance des
mécanismes de génération des microparticules endothéliales (Articles 1 et 2).

Premierement, I'étirement cyclique excessif a pour la premiere fois été identifié
comme inducteur de la vésiculation endothéliale. Les caspases ont été identifiées comme
effecteur principal de l'augmentation de ce taux de microparticules de maniere
indépendante de 'apoptose (Figure 45). En effet, I'étirement excessif n’augmente que
faiblement le taux d’apoptose endothéliale 37240 alors que le LPS, qui induit une tres
forte apoptose endothéliale sous étirement excessif, n’entraine pas d’augmentation de la

production de microparticules endothéliales dans notre modele expérimental.
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Figure 45 : Mécanisme d’action de I’étirement sur la production de microparticules endothéliales

La thrombine connue pour induire une perméabilité vasculaire importante sous
étirement excessif par activation des Rho kinases, ne contribue pas a la production de
microparticules endothéliales, de méme que les Rho kinases, alors que ces éléments ont
été décrits dans d’autres modeles comme de puissants activateurs de la vésiculation 336.
Deux hypothéses sont envisageables: cet effet est spécifique du modele et du type
cellulaire utilisé, ou alors des mécanismes compensatoires sont activés dans ces
conditions, réprimant la voie de vésiculation activée classiquement par la thrombine.
Dans les deux cas, nos résultats suggerent qu’il existerait a la fois des mécanismes Rho-

dépendants et Rho-indépendants, médiant l'effet des caspases sur le taux de

microparticules endothéliales et activés dans des contextes différents.
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Plusieurs points pourraient étre approfondis dans cette premiere étude. Les
effecteurs en amont et en aval des caspases restent encore inconnus. L’augmentation de
la concentration intracellulaire de calcium induite par I'étirement cyclique 433 pourrait
étre envisagée comme un des activateurs des caspases. L’activité caspases joue
également un role important dans I'organisation du cytosquelette. L’hypotheése d'une
action sur la myosine semble exclue sachant qu'un inhibiteur des Rho-kinases n’a pas
d’effet sur la production de microparticules mais les caspases sont aussi capables de
cliver la filamine, élément identifié dans les microparticules de mégacaryocytes 13’. Le
clivage de la filamine par les caspases conduisant a la déstabilisation de la structure du
cytosquelette d’actine et favorisant le bourgeonnement est donc envisageable.

Le role de ces microparticules dans les pathologies associées a un étirement
excessif reste encore a évaluer. On peut envisager que ces microparticules contribuent a
la perméabilité endothéliale ou encore au recrutement leucocytaire, ces microparticules
pourraient également avoir un effet délétere sur l'intégrité des alvéoles. Au niveau
systémique, elles pourraient étre impliquées dans la transmission de signaux aux
organes distants. L’effet d'un étirement excessif pulmonaire pourrait étre évalué in vivo,
grace a un model murin de VILI («ventilatory induced lung injury »), sur le taux
circulant de microparticules endothéliales, mais également sur le taux local contenu

dans les poumons.

Deuxiémement, les faibles contraintes de cisaillement ont, elles aussi, été
identifiées pour la premiere fois comme inducteur de la production de microparticules
endothéliales. Cependant, elles mobilisent des effecteurs différents de ceux de
'étirement cyclique. La encore, nos résultats montrent que 'apoptose ne participe pas
au phénomene observé, et cette fois-ci les caspases ne sont pas non plus impliquées. Au
contraire, sous faibles contraintes de cisaillement la production de microparticules est
associée a deux mécanismes : le remodelage du cytosquelette induit par l'activation de
RhoA - ROCK - ERK1/2, I'externalisation de la phophatidylsérine par surexpression de
scramblasel et d’ABCAL. Les fortes contraintes de cisaillement vont étre protectrices
grace a la production de NO, favorisant la présence d’actine polymérisée a la membrane

plasmatique et réprimant 'expression d’ABCA1 (Figure 46).
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Figure 46 : Mécanismes d’action des contraintes de cisaillement sur la production de microparticules
endothéliales

L’absence d’implication des caspases dans la production de microparticules
pourrait étre surprenante au vu de la littérature sur les stimuli apoptotiques et la
production de microparticules endothéliales (déprivation, exposition a la camptothécine
363). Cependant, I'induction de I'apoptose par les faibles contraintes de cisaillement est
réelle mais reste modeste par rapport a d’autres stimuli, ce qui peut expliquer en partie
que nous n’'observions pas d’effet sur le taux de microparticules final, cette possibilité
est soutenue par le fait que nous retrouvions tres peu de corps apoptotiques sous faibles
contraintes de cisaillement. Une autre hypothése pourrait étre que des voies
compensatrices sont mises en jeu, masquant ainsi l'effet de I'inhibiteur de caspases dans
notre modele. Nous avons pu tester cette hypothése par inhibition conjointe des
caspases et de ROCK et nous n’avons démasqué aucun effet supplémentaire. La
conclusion la plus probable dans notre cas est que I'apoptose ne contribue pas a la
vésiculation endothéliale sous faibles contraintes de cisaillement; on se situe ici dans un
contexte ou la production des microparticules est due a l'activation endothéliale. La

contribution de ROCK et ERK1/2 a la vésiculation renforce cette interprétation.
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De maniere intéressante, I'activation de la production de microparticules sous
faibles contraintes de cisaillement passe par des effecteurs communs a ceux impliqués
dans une stimulation par l'angiotensine ou la thrombine 54336, Sachant que les
récepteurs de la thrombine et de l'angiotensine sont plus fortement exprimés sous
faibles contraintes de cisaillement que sous fortes contraintes 320, la question de I'effet
d’'une co-stimulation serait intéressante pour déterminer si, in vivo, ces stimuli sont
« cumulables », entralnant ainsi une libération plus forte de microparticules, ou si au
contraire ce taux serait maintenu a celui observé sous faibles contraintes de
cisaillement.

In vivo, étirement et contraintes de cisaillement coexistent, il serait donc
intéressant d’évaluer l'effet combiné de ces deux parametres sur la production de
microparticules endothéliales, d’autant plus que les effecteurs semblent étre distincts.

Un autre point intéressant est la composante inflammatoire. L’étirement excessif
tout comme les faibles contraintes de cisaillement sont souvent accompagnés, in vivo,
d’'une augmentation de la synthese de cytokines pro-inflammatoires. Il a été clairement
montré que la stimulation par le TNFa induit la production de microparticules
endothéliales (et nous confirmons ces résultats avec I'IL13 également) par des
meécanismes distincts de ceux impliqués sous faibles contraintes de cisaillement, faisant
intervenir p38 et NFkB 6. On peut donc raisonnablement envisager que ces mécanismes

se cumulent, conduisant a un taux de microparticules encore augmenté.

L’identification d’ABCA1 comme régulateur de la production de microparticules
in vitro corrobore l'observation faite chez des souris génétiquement déficientes en
ABCA1 ou le taux de microparticules Annexine V+ est fortement diminué %3 et
approfondit ces résultats en montrant pour la premiere fois que les contraintes de
cisaillement régulent l'’expression de scramblasel et ABCA1l. En particulier, le
mécanisme pour ABCA1 passe par la production de NO, inhibant la transcription
d’ABCA1. Ces observations suggerent que d’autres floppases, scramblases ou flippases
pourraient elles aussi étre régulées par les forces mécaniques.

L’identification du NO comme médiateur majeur de l'effet protecteur des fortes
contraintes de cisaillement sur la vésiculation est trés important. En effet, plusieurs
études montrent que des patients présentant une dysfonction endothéliale ont des taux

7

de microparticules endothéliales circulantes élevés et qui sont inversement corrélés a
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I'amplitude de dilatation induite par le débit 12130423 Sachant que vasodilatation et
production de NO sont liés, nos résultats suggerent qu'une moins bonne production (ou
disponibilité) du NO de maniére générale chez ces patients pourrait étre directement
responsable de 'augmentation du taux de microparticules endothéliales circulantes et
ce quelque soit le facteur responsable de la baisse de la biodisponibilité du NO.

Cette hypothése est soutenue par nos observations chez les patients ou nous
montrons pour la premiere fois que les forces hémodynamiques sont associées au taux

de microparticules endothéliales présentes dans le plasma dans une population saine.

De maniere plus générale, les microparticules circulantes ont été largement
quantifiées dans diverses pathologies pour étudier leur valeur de biomarqueur et leur
valeur pronostique. Ainsi, dans différentes pathologies cardiovasculaires leur taux, en
particulier les taux de microparticules leucocytaires et endothéliales, sont associés a la
sévérité de la pathologie 1277. Les microparticules endothéliales apparaissent comme un
bon indicateur pronostique de la mortalité cardiovasculaire.

Ces études ont généralement été faites sur de petites cohortes de patients
répondant a des criteres trés précis et ont été menées dans des laboratoires de
recherche. Pour une utilisation clinique des microparticules comme biomarqueurs, il
faudrait confirmer la valeur prédictive et évaluer leur impact sur la reclassification et la
stratification des patients. Un autre point majeur pour une future utilisation en clinique
est la standardisation de la préparation et de la mesure. En effet, la préparation des
plasmas pour analyse et les méthodes de quantification sont encore tres variables d'une
étude a l'autre aujourd’hui. Les parametres pré-analytiques sont également tres
importants pour ne pas générer de faux positifs. Il conviendrait donc de définir une
meéthode de préparation et d’analyse commune. En plus d'un intérét pour la clinique, la
standardisation de la mesure a un intérét pour la recherche. Elle permettrait de pouvoir
comparer des études menées dans des laboratoires différents et de mettre en place

facilement des analyses multicentriques pour les études a tres larges cohortes.
Sans tenir compte des limitations techniques actuelles, Il est également possible

d'imaginer une approche des microparticules en tant que biomarqueur, non plus

seulement en fonction de leurs origines mais également en fonction de leur contenu.
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Certaines études abordent déja ce point de maniére indirecte par l'utilisation de
marqueurs cellulaires variables pour un type cellulaire donné. Ainsi la valeur prédictive
et les corrélations entre sévérité d’'une pathologie et microparticules endothéliales sont
fonction du marqueur utilisé : CD144+ pour l'issue des maladies coronariennes 29,
CD31+/CD41- pour la mort par accident cardiovasculaire dans une population
d’insuffisants rénaux 13 ou CD62e+ pour 'hypertension pulmonaire 1. sachant que ces
marqueurs peuvent aussi étre des molécules bio-actives, les augmentations des taux de
ces types de microparticules en particulier peuvent étre vues comme l'identification de
microparticules endothéliales ayant des effets différents et donc un lien différent avec
chaque pathologie.

L’'information concernant le contenu serait en reéalité double: Elle permettrait
d’identifier l'effet biologique possible de ces microparticules dans la pathologie
concernée mais surtout elle permettrait de connaitre dans quel contexte ces
microparticules ont été produites, si elles résultent d’'une mort, d’'une activation pro-
inflammatoire, d’'une prolifération ou d’'une réparation tissulaire. Les microparticules
donneraient ainsi acceés aux modifications du tissu ciblé de maniére completement non
invasive. Cela est particulierement vrai pour les pathologies cardiovasculaires ou les

microparticules d’intérét se retrouvent dans le sang circulant.

Mon travail de these s’insere dans cette thématique de connaissance du contenu
microparticulaire car nous montrons que les contraintes de cisaillement influent sur la
composition des microparticules (travaux 3 et 4).

Les faibles contraintes de cisaillement induisent une augmentation de
I'expression d'ICAM-1 et de phosphatidylsérine (Figure 47), suggérant ainsi un role de
ces microparticules dans la thrombose et I'adhésion des cellules circulantes. Au
laboratoire, des résultats préliminaires ont été obtenus concernant I’adhésion:
L’'incubation de cellules endothéliales avec les microparticules générées sous faibles
contraintes augmente I'adhésion des monocytes en comparaison a l'incubation avec les
microparticules générées sous fortes contraintes de cisaillement. Ceci corrobore les
résultats obtenus avec les microparticules de plaque d’athérosclérose, reste a étudier le
mode d’interaction et la maniere dont ces microparticules augmentent le recrutement
(transfert d’ICAM-1, augmentation de la synthese protéique de diverses molécules

d’adhésion ?).
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La composition en microARN est également modulée (Figure 47). L’empaquetage
important du miR-126 sous fortes contraintes de cisaillement suggere un role de ces
microparticules dans la protection vasculaire contre 'apoptose 44> et potentiellement un

role dans le contrdle de I'angiogenese et de la progression tumorale.
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Figure 47: Composition des microparticules obtenues sous différentes contraintes de cisaillement

Sachant que les mécanismes impliqués dans la production de microparticules
endothéliales sont variables d’'un stimulus a l'autre et que la composition des
microparticules résultantes varie elle aussi avec ces stimuli, une hypothése peut étre
émise quant a I'éventualité que les effecteurs de vésiculation et d’empaquetage soient
communs. Par exemple, on peut envisager que les floppases responsables de la
production de microparticules sous faibles contraintes de cisaillement soient aussi
responsables de la quantité de phosphatidylsérine exposée a la surface des
microparticules par la modulation directe de la quantité de phosphatidylsérine
externalisée sur la cellule. On pourrait aussi envisager que ROCK participe a la

localisation d’ICAM-1 sur les microparticules méme si les mécanismes cellulaires

semblent moins évidents.

En plus de la composition des microparticules, les résultats présentés dans cette
these (Article 3) mettent en lumiere un des effets des microparticules de plaque:
I'augmentation du recrutement leucocytaire par transfert d’ICAM aux cellules cibles
(Figure 48). Cet effet, dans le contexte de l'athérosclérose serait plutot délétere,

conduisant a une infiltration immunitaire accrue dans la plaque.
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Figure 48 : Effet des microparticules de plaque sur le recrutement monocytaire

Les facteurs hémodynamiques ont été montrés comme facteurs importants dans
I'adhésion monocytaire sous faibles contraintes de cisaillement. Ceci résulte de
I'expression de molécules d’adhésion dans ces conditions, mais aussi des forces
meécaniques qui s’appliquent permettant un contact prolongé entre cellule circulante et
cellule endothéliale 80. L’hypothese que ces conditions favorisent l'interaction entre
cellules endothéliales et microparticules endothéliales est donc plausible. Cela serait
particulierement intéressant car les microparticules sécrétées en plus grand nombre et
portant davantage d’'ICAM-1 et de phophatidylsérine sous faibles contraintes de
cisaillement pourraient avoir un effet paracrine et autocrine sur I’endothélium
renforcant I'activation endothéliale dans ces zones. Au contraire, I'effet délétere de ces
microparticules serait réduit au niveau des zones de fortes contraintes de cisaillement,
les facteurs hémodynamiques n’étant pas propices a un contact durable entre

microparticules et cellules endothéliales.

Comme présenté dans l'introduction, les effets de ces microparticules sont tres

divers et peuvent étre bénéfiques comme déléteres. Les microparticules endothéliales
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possédent un large répertoire de fonctions biologiques qui va dépendre de leur
composition mais aussi de leur localisation. Ainsi des microparticules a caractere pro-
angiogénique vont avoir des effets bénéfiques sur la revascularisation post-ischémique
225 mais déléteres sur la stabilité de la plaque par augmentation du nombre de vasa-
vasorum 227, dans la progression du cancer ou dans la rétinopathie diabétique 6. Autre
exemple avec la coagulation ou les microparticules endothéliales vont pouvoir avoir des
effets fibrinolytiques ou au contraire pro-thrombotiques. Les microparticules
endothéliales peuvent jouer un rdle dans l'inflammation la aussi avec des effets
dichotomiques en fonction des molécules portées.

Les premiers travaux concernant les effets des microparticules endothéliales les
ont principalement montrées comme des éléments nocifs de par leurs caractéristiques
pro-inflammatoires, pro-coagulantes et inhibitrices de la réparation de I'endothélium.
L’augmentation du taux de microparticules endothéliales circulantes dans de
nombreuses pathologies soutient également un role négatif de ces microparticules
endothéliales. Cependant, la littérature actuelle équilibre la balance en mettant en
évidence de possibles effets bénéfiques des microparticules endothéliales dans
I'intégrité endothéliale, notamment en stimulant la réparation vasculaire, en contrélant
les mécanismes de mort cellulaire ou les activités cytoprotectrices.

Les effets des microparticules ont été principalement démontrés in vitro ou in
vivo en utilisant des microparticules générées in vitro ce qui permet de se poser une
question essentielle : tous ces types de microparticules existent-ils in vivo ? Et ont-ils les
effets biologiques attendus ?

Pour répondre a ces questions différents points doivent étre approfondis.
Premierement, il est nécessaire d’augmenter notre connaissance des mécanismes
controlant la vésiculation endothéliale et la libération des microparticules.
Deuxiémement, une meilleure connaissance des mécanismes d’interaction et
d’internalisation des microparticules par les cellules cibles est nécessaire pour agir sur
certaines communications entre microparticules et cellules cibles. Troisiemement, il
serait tres intéressant de pouvoir posséder des modeles animaux pour mieux
comprendre le rdle physiopathologique des microparticules par exemple avec des
modeles de souris possédant un défaut d’externalisation de phosphatidylsérine dans
certains types cellulaires ou encore n’exprimant pas certains récepteurs nécessaires a

I'interaction cellule cible/microparticules. Enfin, manipuler la génération de
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microparticules par approche pharmacologique in vivo semble étre une stratégie
prometteuse pour permettre de savoir si les microparticules sont bénéfiques ou

déléteres.

Ces résultats en lien avec I'ensemble de la littérature amenent a envisager les
microparticules endothéliales comme une cible thérapeutique.

L’inhibition de voies spécifiques a la production de microparticules endothéliales
pourrait permettre de réduire leurs effets négatifs sur I'activation endothéliale et sur la
thrombose. De nombreux traitements actuels réduisent le taux de microparticules
endothéliales circulantes comme la vitamine C ou certains inhibiteurs de canaux
calciques 270291, Cependant, il est pour l'instant impossible de savoir si l'effet de ces
traitements sur le taux de microparticules est une cause ou une conséquence de
I'amélioration d’autres parametres.

Les microparticules pourraient également étre envisagées comme vecteurs
thérapeutiques. En approche in vivo, des traitements activant la production de certains
types de microparticules pourraient étre envisagés dans le but d’augmenter leur effet
bénéfique. Une autre stratégie pourrait consister a générer les microparticules in vitro
grace a des stimuli précis, permettant la création de microparticules au contenu connu
qui seraient par la suite administrées au patient. Cette « ingénierie » des microparticules
pourrait également permettre de cibler certains types cellulaires grace a la présence de
molécules spécifiques a la surface membranaire.

Bien siir, ces suggestions restent a ’heure actuelle loin de pouvoir étre mises en
place. La connaissance des mécanismes de production des microparticules in vivo est
encore insuffisante, de méme que la composition de microparticules circulantes et leur
réels effets biologiques in vivo. De plus, le ciblage des zones d’action des microparticules
serait un défit car une majorité des microparticules sont rapidement éliminées par le
foie. A l'inverse, des stratégies visant le foie pourraient étre prometteuses et plus
simples a mettre en ceuvre.

Aujourd’hui de nouvelles technologies de délivrance de médicaments in vivo,
basées sur l'utilisation de liposomes ou de nanotechnologies (structure carbone,
polymere) émergent. Ces outils semblent prometteurs et certainement plus simples a
mettre en place que les stratégies a base de microparticules, mais ils ne pourraient étre

utilisés qu’en traitement aigu du fait de leur potentielle immunogénicitée. L’avantage
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des microparticules pourrait venir de leur biocompatibilité et du fait qu’elles ne
délivrent pas un agent pharmaceutique mais une information biologique permettant une

réponse physiologique de la cellule cible.

En conclusion, ce travail de thése s’insere dans les grandes thématiques actuelles
concernant les microparticules. Il répond a plusieurs interrogations sur la production de
microparticules sous stimuli physiologiques et permet I'identification de nouvelles voies
de signalisation responsables de la vésiculation. Les travaux concernant le contenu et les
effets de ces microparticules sont encore a leurs prémices mais permettent déja
d’observer une dichotomie entre microparticules endothéliales produites en condition
hémodynamiques favorables et microparticules produites en conditions défavorables.

Ces travaux seront utiles a court terme en venant enrichir les connaissances sur
les microparticules endothéliales et a plus long terme pour [l'utilisation des
microparticules comme biomarqueur et valeur pronostique. Si les technologies futures

le permettent, ils pourraient également étre utiles en thérapeutique.
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Résumeé

Les microparticules sont des vésicules d'un diamétre compris entre 0,1 et 1 micrométre. Elles
sont issues de la membrane plasmique de cellules activées ou en apoptose. Leur production met en jeu des
mécanismes cellulaires multiples, dépendants du type cellulaire et du stimulus initial. Les taux de
microparticules circulantes, en particulier de microparticules endothéliales, sont augmentés dans de
nombreuses pathologies cardiovasculaires. Plusieurs travaux identifient le taux de microparticules
endothéliales plasmatiques comme un biomarqueur émergent, reflétant de la santé de 1'endothélium.
Cependant, les mécanismes régulant la production de microparticules endothéliales in vivo sont encore
mal connus. Les contraintes mécaniques exercées par le sang circulant sont un déterminant majeur de la
fonction endothéliale. Cependant, leur réle sur la production de microparticules endothéliales reste
encore inconnu a ce jour.

Mon travail de thése a donc pour objectif d’identifier l'effet de facteurs mécaniques
physiopathologiques comme I'étirement excessif ou les faibles contraintes de cisaillement sur la
vésiculation endothéliale et de comprendre les mécanismes intracellulaires sous-jacents ainsi que leur
impact sur la composition de ces microparticules.

Premiérement, nous avons montré que l'exposition a un étirement cyclique excessif conduit a une
augmentation de la production de microparticules. Cette production est médiée par les caspases
indépendamment de 'apoptose. Dans un deuxiéme travail, nous avons identifié les faibles contraintes de
cisaillement comme stimuli pathophysiologique de la production de microparticules endothéliales. Nous
avons démontré une relation inverse entre taux de cisaillement de l'artere brachiale et taux de
microparticules endothéliales (CD144+) dans une cohorte de patients asymptomatiques de 74 sujets.
Ensuite, I'étude in vitro des mécanismes intracellulaires a permis d’identifier I'activation de la voie RhoA-
ROCK-ERK1/2 comme effecteur principal ainsi que l'expression augmentée d’ABCA1 dans des cellules
endothéliales soumises a un faible cisaillement. Les microparticules ainsi produites expriment fortement
ICAM-1 et ont un taux élevé de phosphatidylsérine a leur surface. Au contraire, de fortes contraintes de
cisaillement préviennent cette vésiculation grace a la production de NO qui favorise la stabilité de la
membrane plasmatique et diminue I'expression d’ABCA1. Ces microparticules expriment alors moins
d'ICAM-1 et de phosphatidylsérine, et elles sont enrichies en miR-126. Enfin, dans un troisiéme travail,
nous avons démontré que les microparticules isolées de la plaque d’athérosclérose humaine peuvent
transférer ICAM-1 fonctionnellement actif aux cellules endothéliales cibles et augmenter le recrutement
leucocytaire.

En conclusion, ce travail apporte des éléments nouveaux sur les mécanismes de production de
microparticules endothéliales in vivo en identifiant pour la premiére fois les contraintes hémodynamiques
comme déterminant essentiel de la vésiculation endothéliale. Nous montrons également que ces facteurs
influencent directement la composition des microparticules en protéines et en microARN, suggérant des

effets biologiques différents de ces microparticules en fonction du stimuli mécanique qui les produit.



