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Résumé

La néovascularisation choroidienne (NVC) est la cause la plus fréquente de perte de
vision irréversible dans les pays industrialisés, chez les individus de plus de 50 ans. Elle
correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui proviennent de la choroide et qui
a terme traversent la membrane de Briich et I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) pour
envahir I’espace sous rétinien. Malgré de nombreuses recherches, sa pathogénie et ses facteurs
de risques sont mal connus. De nos jours, le traitement repose essentiellement, sur les injections
intra-vitréennes d’anti-VEGF (anticorps bloquant le facteur de croissance endothélial
vasculaire). Toutefois, le blocage de cette voie de signalisation peut provoquer des altérations
du réseau vasculaire existant, impliqué également dans le maintien de la choroide et la survie
des neurones.

Notre laboratoire s'est focalisé sur une thérapie anti-angiogénique basée sur 1’utilisation des
microparticules lymphocytaires (LMPs). Ces microparticules sont des fragments membranaires
libérés dans le compartiment vasculaire lors des processus d’activation ou d’apoptose. Elles sont
capables d’exercer des fonctions biologiques diverses. Le laboratoire a précédemment démontré
une activité anti-angiogénique dans différents modeles de néovascularisation cornéenne, de
rétinopathie du prématuré ainsi que dans des modéles de cancer. Les études exposées dans cette
theése visent a déterminer le potentiel anti-angiogénique des LMPs dans des modeles ex vivo et
in vivo de NVC et de comprendre comment ces LMPs modulent les microenvironnements
angiogéniques dans ces modeles.

Dans la premiere étude nous avons démontré, dans un modele ex vivo d'explants choroidiens,
que les LMPs avaient un effet anti-angiogénique dépendant de I’EPR. Nous avons mis en
évidence que les LMPs agissaient sur I’EPR en induisant une augmentation de I’expression du
facteur dérivé de I’épithélium pigmentaire (PEDF) et du nerve growth factor (NGF), ce dernier
agissant via son récepteur p7SNTR exprimé dans la choroide.

Dans la deuxieme étude nous avons démontré 'effet anti-angiogénique des LMPs dans un
modele in vivo de NVC induite au laser. Par la suite nous avons voulu comprendre comment les
LMPs modulaient I’environnement inflammatoire associé¢ a la NVC. Nos résultats in vitro et in

vivo ont montré que les LMPs polarisaient les macrophages vers un phénotype M1 associé a une



réponse anti-angiogénique. Finalement, nous avons mis en évidence I’implication du récepteur
CD36 dans I'effet anti-angiogénique des macrophages induit par les LMPs. Nos résultats ont
montré que le blocage de ce récepteur abolissait 1'effet anti-angiogénique des macrophages
traités par les LMPs.

L’ensemble de ce travail met en évidence I’effet anti-angiogénique des LMPs a travers
le controle de la libération de neurotrophines anti-angiogéniques par I’EPR ainsi que la
modulation de l'activation des macrophages. Ces résultats ouvrent la voie au développement de
nouvelles stratégies de traitements anti-angiogéniques indépendantes du VEGF.

Mots-clés : Angiogenése, microparticules, néovascularisation choroidienne, macrophages,

neurotrophines, p75NTR, CD36
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Abstract

In developed countries, choroidal neovascularization (CNV) is the most common cause of
irreversible vision loss for individuals aged 50 or older. This pathology involves the formation
of new blood vessels that originate from the choroid and penetrate Bruch's membrane as well as
the retinal pigment epithelium (RPE) layer, after which it invades the sub-retinal space. Despite
extensive research, the pathogenesis and risk factors causing CNV are still unknown. While
various genetic and environmental factors have been identified, current treatment is limited to
intravitreal administration of anti-VEGF molecules (antibodies binding and sequestrating this
growth factor). Nonetheless, blocking VEGF signaling pathway can cause alterations in the

existing vascular network that maintain choroidal health and neuron survival.

Our laboratory has long been focusing on developing a new anti-angiogenic therapy based on
lymphocyte microparticles (LMPs). In summary, microparticles are membrane fragments
released into the vascular network during activation process or apoptosis and are responsible for
various biological functions. Our team has previously demonstrated the anti-angiogenic effect
of LMPs in several models of corneal neovascularization, retinopathy of prematurity and cancer.
The objective of this thesis was to determine the anti-angiogenic potential of LMPs in ex vivo
and in vivo models of induced CNV. We then focused on how the LMPs modulate their

angiogenic microenvironment in these models.

In the first study we demonstrated the anti-angiogenic effect of LMPs in an ex vivo model of
choroid explant. Our results indicated that the anti-angiogenic effect originates mainly from the
RPE and that PEDF and NGF, derived factors from RPE, and the p75NTR receptor play key
roles in LMPs signalling pathway. Our findings demonstrated that the inhibition of PEDF and
p75NTR completely abolish the anti-angiogenic effect of the LMPs.

In the second study, we focused on understanding how LMPs modulate their inflammatory
environment to initiate this effect in a CNV in vivo model. Firstly, we demonstrated the anti-
angiogenic effect of LMP in a laser-induced CNV in vivo model. Secondly, we assessed the

inflammatory component of CNV and further investigated the effect of LMPs on macrophage
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polarization. Our in vivo and in vitro results showed that LMPs polarized macrophages towards
an M1 phenotype associated with an anti-angiogenic response. Lastly, we found that CD36
receptor signaling pathway is responsible for the anti-angiogenic effect of the LMPs. Our results
showed that blocking this receptor abolished the anti-angiogenic effect of macrophage treated

with LMPs.

In conclusion, this doctoral thesis demonstrates the anti-angiogenic effect of LMPs through the
release of anti-angiogenic neurotrophins by EPR and the modulation of macrophage activation.
The presented results set new directions for the development of novel anti-angiogenic treatments

of CNV in a VEGF-indepandant manner.

Keywords : Angiogenesis, microparticles, choroidal neovascularization, macrophages,

neurotrophins, p7SNTR, CD36.
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« Chaque publication scientifique ne sert qu'a poser 10, 20 questions. Chaque découverte
scientifique est passionnante parce qu'elle ouvre un univers de questions. Si les questions vous

angoissent, ne soyez pas scientifique ».

Boris Cyrulnik
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1. Introduction

Avant d’exposer nos travaux de recherche liés a la néovascularisation choroidienne, et afin de
mieux comprendre et appréhender les résultats trouvés, il semble essentiel de les introduire par
une présentation générale de 1’ceil humain avec une attention particuliere portée aux traitements
pathologiques, notamment ceux qui impliquent les microparticules lymphocytaires (LMPs).
L’anatomie, la physiologie, I’angiogenése, la pathologie de 1’ceil et ses traitements seront tout

d’abord révélés et discutés, faisant ainsi 1’objet de cette introduction.

1.1. Anatomie et physiologie de 1'ceil

L’ceil est un organe sensoriel spécialisé dans la perception visuelle. Il nous permet de capter et
d’analyser la lumiére afin d’interagir avec notre environnement. L’information lumineuse est
traitée sous forme de signal chimique puis convertie en signal électrique acheminé jusqu’au
cortex visuel ou il est analysé. Selon I'institut national canadien pour les aveugles et la société
canadienne d'ophtalmologie, 5,5 millions de canadiens sont atteints de maladie oculaire majeure
dont plus de 50 mille perdent la vue chaque année (INCA 2015). Les finances
publiques canadiennes sont trés affectées par cette maladie avec un cott annuel estimé a 15
milliard de dollars. Compte tenu de sa grande complexité et de son importance, la recherche
dans le domaine de la vision est donc indispensable. L’ceil se compose de plusieurs couches
comprenant différents types cellulaires hautement spécialisées capables de capturer et de traiter
trés rapidement l'information. On peut distinguer deux segments : le segment antérieur et le

segment postérieur (Figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique de I’ceil humain

L’ceil est divisé en deux segments : segment antérieur (SA) qui contient la cornée, I’humeur
aqueuse, I’iris, les corps ciliaires et le cristallin. Le segment postérieur (SP) est composé¢ du
vitré, la rétine, la choroide et la sclére. (Adapté de http://www.cnib.ca/fr/vos-yeux/maladies-
oculaires/dmla/oeil/rudiments/Pages/default.aspx)



1.1.1. Segment antérieur

Dans ce segment, trois ¢léments essentiels sont exposés a savoir :

1.1.1.1. La cornée

La cornée qui est une membrane fibreuse sphérique (de 11 a 12 mm de diamétre)
transparente, incolore et avasculaire. Elle constitue la barriére entre 1’environnement extérieur
et intérieur, son role est de capter et focaliser la lumiére. Elle est formée de trois tissus :
L’¢épithélium antérieur stratifié non kératinisé, le stroma ou parenchyme et 1’endothélium

postérieur unicellulaire (Saraux and Renard 1982).

1.1.1.2. L’iris et la pupille

L’iris est constitué d'une membrane circulaire et contractile, il est a 1’origine de la
couleur de I’ceil. Il délimite un orifice central, la pupille, par lequel la lumiére pénétre dans I’ ceil.
Le diaphragme irien contient un systéme musculaire qui régule la quantité¢ de lumicre qui doit
arriver a la rétine. Les réflexes pupillaires ou protomoteurs jouent un réle dans le maintien de

I’intensité de la lumiére incidente.

1.1.1.3. Le cristallin et le vitré

Le cristallin est situé juste en arriere de 1’iris, c’est une structure non vasculaire et
transparente; il joue le role d’une lentille convergente, responsable de la projection de 1’image
sur la rétine, il baigne dans I’humeur aqueuse et I’humeur vitrée. L’humeur aqueuse est un
liquide transparent secrété par les corps ciliaires et située entre la cornée et le cristallin.
L’humeur vitrée est une masse gélatineuse, entourée d'une fine membrane, la hyaloide, qui
contient 99% d'eau, située a I’arriere du cristallin en contact direct avec la rétine. Elle représente

60% du volume de I’ceil et permet de maintenir la rétine contre les parois de 1’ceil.

1.1.2. Segment postérieur

Dans ce segment, trois éléments également sont présentés a savoir :



1.1.2.1. La sclére

La sclere est la membrane la plus externe de I’ceil; c’est une structure fibreuse, résistante et

dépourvue de vaisseaux sanguins. Elle occupe 80% de 1'ceil et se prolonge en avant par la cornée.

1.1.2.2. La choroide

C’est une membrane intermédiaire composée de trois couches :
e Lacouche de Haller en contact avec la sclére et contient des artéres et des veines de plus
gros calibre;
e La couche de Sattler composée de vaisseaux de taille moyenne;
e La chorio-capillaire la plus interne en contact avec la rétine via la membrane de Briich,
constituée de capillaires entourés par un endothélium fenéstré permettant ainsi un

passage de métabolites vers la rétine.

La choroide assure le métabolisme de la rétine en particulier des photorécepteurs et de I’EPR en
transportant les éléments nutritifs et évacue les déchets. Le débit sanguin choroidien est I’un des
plus ¢élevé de l'organisme et estimé a dix fois supérieur au débit de la matiere grise. Elle contient
de la mélanine qui absorbe la lumiére, 'empéchant de diffuser et de se réfléchir a l'intérieur de
I'ceil. La choroide peut étre impliquée dans différentes physiopathologies rétiniennes que ce soit

de type inflammatoire (choroidites), vasculaire (neovascularisation) ou tumorale (mélanome).

1.1.2.3. La rétine

C’est la membrane interne de I'ceil, se compose d’un tissu neurosensoriel ou neurorétinien et de
I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR). La rétine neurosensorielle est composée de différents
types cellulaires séparés par des couches plexiformes : les photorécepteurs, la couche nucléaire
externe, la couche nucléaire interne, la couche des cellules ganglionnaires et la couche des fibres
optiques.

Le rdle principal de la neurorétine est de capter les rayons lumineux et transmettre 1’information
visuelle au systéme nerveux central. Les rayons lumineux (photons) traversent un empilement

de couches cellulaires avant d’étre captés par les photorécepteurs ou le message lumineux sera



traduit en un message électrique transmis aux aires visuelles par les axones des cellules
ganglionnaires.

La rétine humaine a la particularité de présenter au centre de 1’axe optique une région enrichie
en photorécepteurs de type cone : la macula, qui est responsable de la vision centrale et de

'acuité visuelle.
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Figure 2: Représentation de différentes couches de I’ceil

La rétine est composée de trois assises cellulaires : la couche nucléaire externe (CNE) composée
des corps cellulaires des photorécepteurs; la couche nucléaire interne (CNI) composée des
cellules amacrimes, horizontales, bipolaires et des corps cellulaires des cellules gliales de
Miiller; la couche des cellules ganglionnaires (CCG). Les couches plexiformes externes (OPL)
et internes (IPL) sont les interfaces ou s’effectuent les échanges synaptiques entre les différentes
couches, respectivement entre I’ONL- I'INL et I'INL-GCL. Tiré de (http://www.em-
consulte.com/em/SFO/2016/html/file_100016.html).
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a) L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

L'EPR est formé d'une couche monocellulaire pavimenteuse, hexagonale, située sous la
neurorétine. L’EPR joue un role majeur pour le fonctionnement de cette derniére en assurant de
nombreuses activités métaboliques. La présence de jonctions serrées (zonulae occludens) au
pole apical de I’EPR lui confére des propriétés physiques de barriére étanche entre la rétine et
la choroide, il s’agit de la barriére hémato-rétinienne externe. L’EPR est impliqué directement
dans le systéme visuel grace a son enzyme RPE65 qui transforme le all-trans retinyl ester en 11-
cis retinol, nécessaire a la rhodopsine, le photo-pigment présent dans les segments externes des
photorécepteurs (Marks and Seabra 2001). Il intervient également dans le renouvellement
quotidien des segments externes des photorécepteurs (Young and Bok 1969). 1l régule aussi le
transport des nutriments et de ’oxygene vers les photorécepteurs et le transport des déchets
métaboliques vers la choroide. Il est aussi capable d’exprimer plusieurs facteurs clés jouant un
role important dans le développement de la rétine tels que le Fibroblast growth factor (FGF), le
Vascular endothelial growth factor (VEGF) et le Facteur dérivé de I’épithélium pigmentaire
(PEDF) (Tanihara et al. 1997; Witmer et al. 2003; Bazan 2006). L'EPR poss¢de des granules
pigmentaires (mélanine et lipofuscine) dans son pdle apical lui conférant également un role

d’écran en absorbant la lumicre (Sarna 1992) (Figure 3).



Cellule pigmentée

Figure 3: Représentation de I’épithélium pigmentaire rétinien

(a) Photo de microscopie ¢électronique d’une coupe de rétine montrant I’EPR en contact avec
les segments externes des photorécepteurs. (b) Schéma présentant les segments externes des
photorécepteurs enchassés dans les prolongements de I’EPR a sa face apicale. Adapté
http://tpx.sagepub.com/content/35/2/252 full.pdf+html et http://www.vetopsy.fr/sens/vision/
retine .php.

b) Les cellules gliales

Les cellules gliales jouent de multiples roles dans 1’homéostasie de la rétine : transport
de nutriments, régulation hydro-ionique, immuno-modulation, production de facteurs
neurotrophiques et détoxification. La rétine posseéde trois types de cellules gliales a

savoir : les cellules gliales de Miiller, les astrocytes et les microglies.

o Les cellules gliales de Miiller traversent la neurorétine de part en part. Leurs noyaux sont
localisés au niveau de la partie médiane de la couche nucléaire interne et leurs
prolongements cytoplasmiques, en contact avec les segments internes des
photorécepteurs, forment la membrane limitante interne. Les cellules de Miiller jouent
un réle primordial dans 1’homéostasie de la rétine assurant a la fois la cohérence des
structures (Newman and Reichenbach 1996), le maintien de la barriere hémato-

rétinienne interne et le controle de 1’angiogenése (Tout et al. 1993). Elles sont dotées de


http://tpx.sagepub.com/content/35/2/252.full.pdf+html
http://www.vetopsy.fr/sens/vision/

plusieurs canaux ioniques (aquaporines, canaux potassiques de la famille Kir 4), des
récepteurs au acide gamma aminobutyrique (GABA), au glutamate, ainsi que des

enzymes (glutamine synthétase) (Newman and Reichenbach 1996).

Les astrocytes sont des cellules en forme d’étoile, en contact avec les cellules
ganglionnaires et les vaisseaux sanguins. Elles permettent le maintien des structures
rétiniennes ainsi que la barriére hémato-rétinienne interne en limitant les échanges entre
le domaine vasculaire et les autres types cellulaires (Gardner et al. 1997). En effet, le
recouvrement des vaisseaux rétiniens par les prolongements des astrocytes limite les
échanges avec la circulation. Les astrocytes participent également au maintien de
I'homéostasie ionique en régulant la concentration de potassium extracellulaire et
contribuent a l'absorption de certaines substances liées au métabolisme neuronal (Ho et

al. 2009).

Les microglies constituées de macrophages résidents dérivés des monocytes, localisés
en faible nombre dans les couches internes de la rétine (couche ganglionnaire jusqu’a la
plexiforme externe). Les microglies jouent un réle primordial au niveau de la défense
immunitaire innée. Dans des cas pathologiques, ces cellules sont capables d’initier un
processus inflammatoire afin de réparer le tissu. Aprés activation par un stress ou un
dommage a la rétine, ces cellules changent de morphologie et migrent vers le site

d’inflammation.

¢) Les cellules neuronales

La neurorétine est composée de trois couches de neurones : les photorécepteurs ou la
couche nucléaire externe (CNE), la couche nucléaire interne (CNI), la couche des

cellules ganglionnaires (CCG).

Les photorécepteurs constitués de deux éléments, les batonnets et les cones. Les
batonnets représentent plus de 90% des photorécepteurs et sont responsables de la vision
nocturne ainsi que de la perception des formes des objets. Les cones représentent 5 a 10

% des cellules photoréceptrices et sont responsables de la vision photopique ainsi que la
p p p p p1q q



vision des couleurs (Yamada 1969). Les batonnets, se distinguent par des segments
externes allongés et cylindriques, contrairement aux cones qui sont plus courts et
coniques. Le segment interne renferme les organites (mitochondrie, Golgi). Un cil
connecteur relie le segment interne au segment externe, qui pour les batonnets est
constitué¢ de disques membranaires internes empilés contenant la rhodopsine et entourés
de la membrane plasmique. Pour les cones, ce segment externe est composé de disques
formés par les invaginations de la membrane plasmique qui se séparent et s’aplatissent

pour former des sacs clos et indépendants.

La couche nucléaire interne : Contient les corps cellulaires des cellules bipolaires,
horizontales, amacrines et les cellules gliales de Miiller. Les cellules bipolaires
permettent la communication entre les cellules ganglionnaires et les photorécepteurs via
un signal sous forme de potentiel gradué. Celui-ci peut étre autant une dépolarisation de
type ON ou une hyperpolarisation de type OFF (Euler, Schneider, and Wassle 1996;
Hartveit 1997). Les cellules horizontales participent a la régulation des signaux nerveux,
en libérant des acides aminés comme le GABA qui participe a l'inhibition latérale du
flux nerveux afin d'améliorer le contraste des images visualisées. Les cellules amacrines
regroupent différents types cellulaires, leur role principal est de moduler les signaux dans
la couche plexiforme interne. Elles se divisent en deux groupes : les cellules amacrines

glycinergiques et les GABAergiques (Sarthy et al. 2005).

Les cellules ganglionnaires : Ce sont des neurones qui constituent avec leurs axones le
début du nerf optique. Leur role est de transmettre le signal nerveux sous forme de
potentiel d'action au cortex visuel. On distingue deux types de cellules ganglionnaires
dans la rétine, les cellules de types P (pour parvus) représentent environ 90% des cellules
ganglionnaires, elles sont responsables de la transmission de Il'information du
mouvement (Watanabe and Rodieck 1989). Les cellules de types M (magnus)
représentent 5% et sont responsables de la transmission de l'information des couleurs et
des formes (Kolb and Dekorver 1991). On retrouve également un autre type de cellules

ganglionnaires ce sont les cellules ganglionnaires rétiniennes intrinséquement



photosensibles (ipRGC), on pensait qu’elles servaient seulement a synchroniser
I’horloge circadienne, mais leur effet a été sous-estimé. Ces cellules contiennent de la
mélanopsine, elles sont sensibles a la lumiere bleu (460 nm), et considérées comme un

troisieme type de photorécepteurs (Zaidi et al. 2007; Lok 2011).

1.1.3. La vascularisation de la rétine

La rétine est vascularisée par deux systémes vasculaires distincts, rétinien et choroidien.

e Le systéme vasculaire rétinien est alimenté par les branches de 1’artére centrale de la
rétine qui émerge de 1’artére ophtalmique. L’artere centrale se divise en deux branches,
supérieure et inférieure, qui se dévissent a leur tour en branche temporale et nasale. Les
artéres rétiniennes sont localisées dans la couche des fibres optiques constituée par les
axones des cellules ganglionnaires formant le nerf optique (Ducasse et al. 1983). La taille
des capillaires varie entre 5 et 6 pm de diametre et sont formées de cellules endothéliales
reposant sur une épaisse membrane basale. Ces capillaires sont entourés de péricytes et
de cellules gliales (microglies et astrocytes). Ce réseau vasculaire non fenéstré posséde

des jonctions serrées lui conférant le role de barriere hémato-rétinienne interne (Figure

4).

e Le systtme choroidien est divisé en trois types de vaisseaux : les capillaires
(choriocapillaires), les moyens et les gros vaisseaux. Ce réseau provient des
ramifications des arteres ciliaires ainsi que de la grande artére de Iiris, il assure la

vascularisation des couches externes de la rétine.

10



Choroide

Figure 4: Répartition vasculaire de la rétine

(a) Coupe histologique de rétine. CFN : Couche des Fibres Nerveuses ; CCG : Couche des
Cellules Ganglionnaire ; CNE/CNI: Couches Nucléaires Externe/Interne ; CPE/CPI:
Couches Plexiformes Externe/Interne ; EPR : Epithélium Pigmentaire Rétinien. (b) Le
moulage vasculaire rétinien met en évidence : 1, le réseau rétinien ; 2, les choriocapillaires
; 3, les artérioles et veinules. Flux sanguin : rétinien, 25mm/sec ; choroidien, 150mm/sec.
(Source : communication F. Sennlaub).

1.2. L’angiogenése

L’angiogenése est un phénomene responsable de la formation des vaisseaux sanguins a
partir d’un réseau vasculaire préexistant. C'est un processus physiologique indispensable au
cours du développement embryonnaire et au cours de tout événement de réparation ou de
prolifération tissulaire normale ou pathologique (Carmeliet and Jain 2011). Chez I'embryon, le
réseau vasculaire résulte de la succession de deux processus consécutifs : la vasculogenéese, qui
permet la formation du réseau vasculaire et 1’angiogeneése, qui permet 1'expansion de ce réseau

vasculaire primitif.

11



Cellules progénitrices Qg)
endothéliales OO

o

l Vasculogeneése

Réseau casculaire Q
primitif

®,

L0

l Angiogenése

\
~

Réseau vasculaire
mature

Figure 5: Vasculogenése et angiogenése

e

-
R

.

Formation du réseau vasculaire : étapes de vasculogenese et d’angiogenese. D’apres de (Curtis
et al. 2012) .

1.2.1. La vasculogenése

La wvasculogenese est un processus embryonnaire par lequel des cellules
hémangioblastiques se différencient en précurseurs de cellules endothéliales (angioblastes), afin
de former des ébauches de vaisseaux sanguins primitifs (Risau and Flamme 1995). Une fois ce
réseau formé, de nouvelles cellules endothéliales peuvent constituer de nouveaux capillaires par
bourgeonnement ou par division du réseau vasculaire préexistant a travers un processus

d'angiogenése (Figure 5).
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1.2.2. L’angiogeneése

L’angiogenése est un processus peu fréquent chez les adultes, toutefois il est impliqué dans
certaines conditions physiologiques, notamment lors du cycle menstruel, la reproduction, la
cicatrisation ainsi que la régénération tissulaire (Carmeliet 2000; Otrock et al. 2007).

L'angiogenese peut se dérouler selon trois mécanismes (Figure 6) :

e Bourgeonnement : c'est le phénomene le plus courant et le mieux caractérisé. Cette étape
dépend relativement du VEGF qui participe a la migration, la prolifération et la survie

des cellules endothéliales;

e [Elargissement : C’est un phénomeéne bas¢ sur 1’élargissement et la séparation des

vaisseaux sanguins déja existants;

e Séparation des vaisseaux sanguins : Les cellules poussent a I’intérieur des vaisseaux

pour former des canaux des vaisseaux séparés.

Bourgeonnement
7 » O
< s @
Valésaai Elargissement 7 ) 0
] Vaisseaux
Lo filles

Séparation

Figure 6: Mécanisme d’angiogeneése
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La formation des vaisseaux peut avoir lieu par bourgeonnement, par ¢largissement et séparation
des vaisseaux sanguins formés (intussusception) ou par septation des vaisseaux déja formés pour
créer des canaux vasculaires séparés. Adapté de (Carmeliet 2000).

1.2.2.1 L’extension du réseau vasculaire

L’angiogenése bourgeonnante est de loin le mécanisme le plus étudié. Elle est caractérisée par

les étapes suivantes :

e Vasodilatation et perméabilité vasculaire
L'angiogenése est associée a une vasodilatation induite par l'action du monoxyde d'azote (NO),
et dépend en grande partie du VEGF. Le monoxyde d'azote permet la dilatation des réseaux
existants afin de permettre la formation de nouveaux vaisseaux et le VEGF permet la
perméabilité vasculaire et la redistribution des molécules intercellulaires de type Vascular
Endothelial-cadherin (VE-cadhérine) et Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule
(PECAM). Le VEGF est le facteur clé impliqué dans la plupart des événements
morphogénétiques de I’angiogenese et contrdle la perméabilité, la migration, la prolifération et
la survie des cellules endothéliales (Eliceiri et al. 1999; Silvestre and Levy 2002). La
perméabilité vasculaire est également augmentée par l'angiopoiétine (Ang2). Ce dernier
fragilise les vaisseaux en déstabilisant les contacts intercellulaires et permet la migration des

cellules endothéliales.

e Dégradation de la matrice extracellulaire

L'étape de la dégradation de la matrice extracellulaire implique plusieurs protéases notamment
l'activateur du plasminogéne urokinase (uPA) et les métalloprotéinases MMPs (Matrix
Metalloproteinases). Ces molécules sont capables de dégrader la matrice extracellulaire et la
membrane basale permettant ainsi la formation d’un espace pour la migration des cellules
endothéliales. Durant cette étape, il y a une libération et activation des facteurs pro-
angiogéniques tels que le VEGF et le fibroblast growth factor 2 (FGF2) qui sont séquestrés a
l'intérieur de la matrice et qui sont primordiales pour les étapes suivantes (Carmeliet 2000; Jain

2003).
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e Migration et prolifération

L’¢longation d’un vaisseau sanguin est assurée de deux mécanismes : la prolifération et la
migration. Les cellules endothéliales migrent et proliférent vers un stimulus angiogénique se
spécialisant en deux types cellulaires. Les cellules apicales (ou tip-cells) localisées a I'extrémité
du vaisseau spécialisé dans la migration, avec de longs filopodes qui répondent a un gradient
VEGEF. Les cellules suiveuses (ou stalk-cells) sont situées a la base du prolongement et possédent
une forte capacité de proliférer mais n’ont pas la capacité de migrer. La spécialisation de ces
cellules endothéliales est contrélée par la voie Notch (Affolter, Zeller, and Caussinus 2009). En
réponse au gradient de VEGF, la TIP-cell sécrete Delta-like ligand 4 (Dl114), qui se lie a son
récepteur Notch présent a la surface des cellules stalk-cells, en réduisant l'expression de leur
Vascular endothelial growth factor Receptor 2 (VEGFR2) et stimulant leur prolifération
(Affolter, Zeller, and Caussinus 2009) (Figure 7) .

Figure 7: Cellules « tip » et cellules « stalk »

La TIP-cell sécreéte D114 qui se lie au récepteur Notch a la surface des cellules stalk-cells. Tiré
de (Affolter, Zeller, and Caussinus 2009).
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e Maturation et survie des vaisseaux sanguins
Pendant la maturation du réseau vasculaire, le tube néoformé acquiert une lumicre et recrute des
cellules accessoires afin d'élaborer une matrice extracellulaire. Les cellules accessoires sont les
péricytes et les cellules des muscles lisses qui participent a 1’inhibition de la prolifération et la
migration des cellules endothéliales. Les péricytes produisent l'angiopoiétine-1 (Ang-1) et -2
(Ang-2) qui se lient aux cellules endothéliales afin de stabiliser les nouveaux vaisseaux

(Maisonpierre et al. 1997).

1.2.2.2 La régulation de I'angiogenése

L’angiogenése est un processus complexe qui implique plusieurs voies de signalisation
afin de controler étroitement 1’expression de facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques.
Parmi les régulateurs clés de l'angiogenése on retrouve le VEGF (Byrne, Bouchier-Hayes, and
Harmey 2005), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le FGF (Presta et al.
2005), le facteur de croissance épidermique (EGF) (Geiger and Peeper 2009), les Matrix
metalloproteinases (MMP) et leurs inhibiteurs Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)
(Laka, Gondi et Rao, 2005) ainsi que les lysophospholipides (sphingosine-1-phosphate (S1P) et
les acides lysophosphatidiques (LPA)) (English et al. 2002) (Figure 8).
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Figure 8: Balance angiogénique

L’angiogenése est controlée par des facteurs pro- et anti-angiogéniques. Adapté de (Hanahan
and Folkman 1996).

a) Les principaux activateurs de I'angiogenése

Plusieurs facteurs pro-angiogéniques agissent au niveau des différentes étapes de
I’angiogenese en modulant I’activité des cellules endothéliales (perméabilisation, prolifération,

différenciation, migration). Cinq facteurs sont exposés ci-dessous a savoir :

e Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF a été identifi¢ en 1983 par 1’équipe de Senger, dans le surnageant d’une lignée de
cellules tumorales (Senger et al. 1983). L’équipe avait mis en évidence que cette molécule
induisait une augmentation de la perméabilité vasculaire, d’ou son premier nom de facteur de
perméabilité vasculaire (VPF). La séquence du VEGF a été découverte en 1989 par 1'équipe de
Ferrada et Henzel a partir du VEGF purifié provenant d’un milieu conditionné de cellules
hypophysaires (Ferrara and Henzel 1989).

Le VEGF appartient a une famille de glycoprotéines constituée de six homodimeres (VEGF A,
B, C, D, E) (Ferrara and Henzel 1989) jouant un role crucial dans 1’angiogenése en intervenant

dans la formation des vaisseaux (Shams and lanchulev 2006) et du facteur de croissance
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placentaire (PIGF) (Koch et al. 2011). Chaque isoforme est générée a partir d’un épissage
alternatif. Les différentes isoformes du VEGF peuvent se lier a trois récepteurs : le VEGFR1
(ou fms-related tyrosine kinase-1; Flt- 1), le VEGFR2 (ou fetal liver kinase 1; ou Flk-1 kinase
insert domain-containing receptor ; KDR) et le VEGFR3 (ou fms-related tyrosine kinase-4; Flt-
4).

Elles peuvent également se lier a des cofacteurs : les neuropilines 1 et 2 (NP1 et NP2). Le VEGF
A et B sont principalement impliqués dans la perméabilité et I'épanchement vasculaire impliqué
dans l'angiogenéese. Le VEGF C et D sont impliqués dans la lymphangiogenése.

Le VEGEF stimule la prolifération des cellules endothéliales et leur migration via de nombreuses
voies incluant les protéines kinases (MAK), extracellular signal-regulated kinases (ERK),
mitogen-activated protein-kinases p38 (MAPK p38) et C-junN-terminal kinase (JNK) et les
membres de la famille RhoGTPase (Papetti and Herman 2002). Il agit comme facteur de survie
des cellules endothéliales via l'activation de la voie de la kinase phosphatidyl-inositol 3
(PI3K)/RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT) et via son association avec 1'integrine

o3 et l'activation de kinase d'adhésion focale (Milkiewicz et al. 2006) (Figure 9).
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Figure 9: Famille des VEGFs et leurs récepteurs

La liaison des différents membres de la famille VEGF aux récepteurs VEGFR1 et VEGFR2
induit l'angiogenese, tandis que le VEGFR3 induit la lymphangiogenese et il est
occasionnellement impliqué dans 1'angiogeneése. Les co-récepteurs NP-1 et NP-2 peuvent se lier
aux récepteurs du VEGF. Tir¢ de (Ellis and Hicklin 2008).

Le VEGF joue un rdle primordial dans la néovascularisation rétinienne et choroidienne. Des
études ont montré qu’il est exprimé dans ’ceil au niveau des cellules gliales de Miiller, les
cellules endothéliales, les astrocytes, les cellules ganglionnaires et I’EPR (Aiello et al. 1995;
Pierce et al. 1995; Stone et al. 1996). 1l est impliqué dans plusieurs pathologies oculaires telles
que la dégénérescence maculaire liée a I’age, 1I’occlusion veineuse rétinienne et la rétinopathie

diabétique (Shams and Ianchulev 2006).
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e Facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)

Le PDGEF est une glycoprotéine sécrétée principalement par les plaquettes et joue un role crucial
dans I’angiogenése. Ce facteur est impliqué dans la prolifération, la croissance et la survie des
péricytes et des cellules musculaires lisses afin de stabiliser le réseau vasculaire (Lindahl et al.
1997). Des travaux récents 1’ont mis en évidence dans les cellules endothéliales, les fibroblastes
et les macrophages (Siegbahn et al. 1990). Le PDGF est un dimére qui donne naissance a trois
isoformes AA, AB, BB. Il a trois récepteurs a activité tyrosine kinase : le PDGFR-aa, le
PDGFR-af et le PDGFR-BB (Westermark and Heldin 1987). Sa voie de signalisation active les
MAP-Kinases ainsi que la voie PI3K/AKT, favorisant la maturation et la stabilisation des

néovaisseaux (Yamazaki et al. 2009; Mellgren et al. 2008).

e Angiopoiétines 1 et 2 (Ang-1 et Ang-2)

Les Ang-1 et Ang-2 sont sécrétés principalement par les cellules murales (péricytes et cellules
musculaires lisses) ainsi que les cellules endothéliales (Jain 2003). L'Ang-1 joue un role dans la
croissance et le maintien du vaisseau sanguin. Il se lie a son récepteur Tie-2, présent a la surface
des cellules endothéliales et induit la voie de PI3K/AKT en activant la sous unité p85 de PI3
kinase et par la suite la protéine kinase AKT (Kim et al. 2000). L'Ang-1 induit la survie des
cellules endothéliales en plus de stabiliser les interactions entre les cellules murales et les
cellules endothéliales en recrutant des péricytes.

L’Ang-2 est un antagoniste de la méme affinit¢ que 1'Ang-1, il permet d’augmenter la
perméabilité vasculaire. Il se lie au récepteur Tie-2 induisant ainsi une inhibition de la
phosphorylation du récepteur Tie-2. L’Ang-2 déstabilise l'endothélium en induisant le
détachement de la matrice et des péricytes (Gardner et al. 1997), rendant le réseau vasculaire
plus susceptible a répondre aux facteurs pro-angiogéniques. En absence de VEGF, I’ Ang-2

déstabilise les vaisseaux en dégradant des réseaux vasculaires.

e Facteurs de croissance des fibroblastes (FGF)

La famille des FGFs comprend 23 membres, qui se lient aux récepteurs a activité tyrosine kinase

(FGFR1, R2, R3, R4). Le FGF1 et le FGF2 jouent un role important dans plusieurs phénomenes
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physiologiques ainsi que pathologiques comme le développement embryonnaire, 1'angiogeneése,
la vasculogenése et la cicatrisation (Presta et al. 2005; Bottcher and Niehrs 2005; Grose and
Dickson 2005; Ortega et al. 1998).

Le FGFI1 est exprimé principalement par les cardiomyocytes et les cellules de muscles lisses. 11
induit l'angiogenése en activant les voies mitogéniques. Le FGF 2 est un polypeptide de 18 kDa,
qui se présente sous cinq isoformes produites par un seul ARNm. Il est sécrété principalement
par les cellules myocardiques, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. Il
induit la prolifération et la migration des cellules endothéliales a travers 1’activation de la voie
de signalisation MAP kinase p38. Il est aussi capable d'activer la voie de signalisation tyrosine
kinase en activant la phosphorylation des phospholipases C (PLC) et 'expression des genes
impliqués dans le cycle cellulaire (Bikfalvi 2003).

¢ Transforming growth factor g (TGF-p)

Le TGF-p est une cytokine multifonctionnelle générée sous forme de précurseur dimérique clivé
par des protéases. Il est secrété par plusieurs types cellulaires, incluant les cellules endothéliales
et les cellules murales. Le TGF-P peut lier deux types de récepteurs a activité sérine/thréonine
kinase, les récepteurs de types I aussi appelés activin receptor-like kinase (ALKs) tels que ALKS
et les récepteurs de type II tels que TGF-B type (TBRII). Le TGF-B régule la maturation des
vaisseaux sanguins via l'activation des récepteurs ALKS et ALK1 (Goumans et al. 2002). Cette
cytokine joue un role complexe dans l'angiogenese car elle peut a la fois activer ou inhiber
I'angiogenése (Pepper 1997). A faible concentration elle contribue a augmenter la régulation du
VEGF et des protéases comme (uPA) a forte concentration elle stimule la reconstruction de la
membrane basale et la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules murales (Jain

2003).

b) Les inhibiteurs de 1'angiogenése

L'équilibre entre les facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques permet de maintenir une

angiogenese quiescente.

21



e Thrombospondine-1 (TSP-1)

La TSP-1 fait partie d'une large famille de glycoprotéines matricielles. La TSP-1 est un ligand
du récepteur scavenger CD36. 11 a ét¢ démontré, in vitro, sur des cellules endothéliales que la
liaison du TSP-1 sur son récepteur CD36 empéchait la formation de tube (Jimenez et al. 2000).
Cet effet anti-angiogénique médié par la signalisation du CD36, induit I’expression des facteurs
anti-angiogéniques et inhibe celle des facteurs impliqués dans la prolifération et la migration
(Jimenez et al. 2000). La signalisation du complexe TSP-1/CD36 est initiée par le recrutement
de fyn qui est une protéine tyrosine kinase de la famille src, qui active la protéine kinase p38,
JNK et la caspase 3 induisant 1’apoptose (Jimenez et al. 2000). Ce complexe est capable
¢galement de contrdler 1’expression du VEGF en inhibant la voie de signalisation AKT (Sun et
al. 2009).

La TSP-1 peut également exercer son action anti-angiogénique de fagon indirecte en inhibant
I’activation de MMP-9 bloquant ainsi la dégradation de la matrice et empéche la signalisation

du VEGF (Bikfalvi 2003) (Figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique du role de la TSP-1

La TSP-1 affecte l'angiogenese directement en antagonisant la fonction du VEGF sur les
cellules endothéliales. Elle supprime €galement le niveau de cellules endothéliales circulantes
(CEC). Adapté de (Lawler and Lawler 2012).

e Récepteur scavenger CD36

Le CD36 est un récepteur scavenger de classe B qui joue différents roles selon le type cellulaire
qui ’exprime. Il a été décrit pour la premicre fois comme une glycoprotein IV exprimé par les
plaquettes (Tandon et al. 1989). Par la suite, il a ét¢ montré que le CD36 agissait comme un
transporteur des acides gras dans les adipocytes (Abumrad et al. 1993) et comme récepteur de
lipoprotéines modifiées dans les monocytes/macrophages (Endemann et al. 1993). Finalement,

il a été identifi¢ comme un récepteur de la thrombospondine-1. Il est exprimé a la surface des
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macrophages, de 'EPR et des cellules endothéliales. Au niveau de I'EPR, le CD36 participe a la
phagocytose des segments externes des photorécepteurs (Ryeom, Sparrow, and Silverstein
1996). 1l a été étudié dans la physiologie cardiovasculaire, le métabolisme lipidique, le diabete
et ’angiogenese (Kuang et al. 2004; Koonen et al. 2005; Simantov, Febbraio, and Silverstein
2005). Comme mentionné précédemment, le CD36 est le récepteur de la Thrombospondine-1

qui agit comme un inhibiteur endogeéne de 1’angiogenése (Jimenez et al. 2000) (Figure 11).
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Figure 11: Structure du CD36

Le CD36 une glycoprotéine transmembranaire aux multiples ligands et fonctions. AGLC :
Acides Gras Longues Chaines ; LDLox : Low Density Lipoprotein oxydées ; Src PTK : Src
Proteines Tyrosine Kinase. Adapté de (Martin et al. 2011).
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e Le facteur dérivé de I’épithélium pigmentaire (PEDF)

Le PEDF est une glycoprotéine qui appartient a la superfamille des inhibiteurs de protéinases a
sérine " sérine protease inhibiteur" aussi appelé serpines. Il a été isolé a partir des cellules de
I’EPR de feetus humain (Tombran-Tink and Johnson 1989). Il est sécrété par différents organes
tels que : Le foie, I’estomac, les ovaires et le cerveau (Bilak et al. 2002; Browne et al. 2006;
Cheung et al. 2006). C'est une protéine qui montre diverses activités telles que des effets anti-
angiogéniques, neurotrophiques, neuroprotecteurs et anti-tumorales.

Le PEDF module I'angiogenése en inhibant directement la prolifération et la migration en
régulant le récepteur VEGFR et la survie des cellules endothéliales. Il active également la voie

de signalisation Fas ligand (FasL) induisant 1’apoptose (Aurora et al. 2010).

e L’angiostatine
L'angiostatine fait partie des nombreux fragments protéolytiques issus du clivage du
plasminogene de la matrice extracellulaire par des protéases. L'angiostatine a été initialement
identifiée a partir de sérum et d'urine de souris portant des tumeurs pulmonaires de lewis LLC
(O'Reilly et al. 1994). 11 a ét¢ démontré que 1’angiostatine pouvait interagir avec des sites
membranaires présent a la surface des cellules endothéliales tels que les o/B-ATP synthases et
les avB3- intégrines. Ces interactions régulent négativement l'angiogenese en inhibant
principalement la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Moser et al. 1999;

Tarui et al. 2002).

e L’endostatine
C’est une protéine qui a été identifiée dans les cellules endothéliales hémangiomateuses et qui
joue un réle important dans l'inhibition de l'angiogenese. Elle correspondant au fragment C-
terminal du collagéne de type XVIII (O'Reilly et al. 1994). Elle régule positivement des facteurs
anti-angiogéniques et négativement de nombreux facteurs pro-angiogéniques, entre autres
I'ensemble de la signalisation induite par le VEGFA en interférant avec le VEGFR2 (Kim et al.
2002). D'autre part 1'endostatine peut se lier a une intégrine inhibant la voie de signalisation

ERK 1/2 (Sudhakar et al. 2003). Des études in vivo ont montré que cette molécule inhibe la
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croissance des tumeurs primaires et prévient la formation de nouveaux vaisseaux ainsi que la

croissance des métastases (O'Reilly et al. 1997).

e Les neurotrophines
Les neurotrophines appartiennent a une famille de facteurs de croissance qui régule la survie
cellulaire neuronale, le guidage axonal, la différenciation cellulaire et la neuroprotection. Cette
famille inclut : Le nerve growth factor (NGF), le brain derived neurotrophic factor (BDNF), les
neurotrophines NT-3 a NT-7. Les neurotrophines jouent différents rdles, selon le type cellulaire;
leur rdle physiologique principal c'est la croissance neuronale, le maintien de la stimulation
neuronale ainsi que l'inhibition de 1'apoptose. Ces facteurs se lient a deux types de récepteurs :
Les récepteurs tropomyosin-receptor-kinase (TRKSs) a activité tyrosine kinase et les récepteurs
p75NTR. Dans notre étude nous nous sommes particulierement intéressés au NGF et au

récepteur p7SNTR.

» Le récepteur p7SNTR
Il fait partie de la famille des récepteurs Fas (Apo-1) et tumor necrosis factor receptor I et II
(TNFR T et II). C’est un récepteur protéique transmembranaire de type I avec une partie
extracellulaire contenant quatre domaines riches en cystéine, une partie transmembranaire et
une partie cytoplasmique qui contient le domaine de la mort cellulaire (Liepinsh et al. 1997).
Initialement, il a été caractérisé comme un récepteur spécifique du NGF. Par la suite il a été
démontré qu’il était capable de lier les autres neurotrophines ainsi que d’autres types de ligands.
Dans la rétine, il est localis€ principalement au niveau des cellules gliales de Miiller et dans les
prolongements des cellules ganglionnaires (Hu, Yip, and So 1998). Physiologiquement, il est
peu exprimé par les cellules endothéliales quiescentes. Cependant, suite a l'activation et
l'augmentation de la prolifération des cellules endothéliales, son expression peut augmenter
(Caporali et al. 2008). Le p75NTR peut se dimériser ou agir en co-récepteur associé au récepteur
TRK. Selon le type cellulaire, les voies de signalisation peuvent induire 1’apoptose ou de survie
cellulaire. Le p75NTR est un récepteur qui ne possede pas d'activité catalytique propre, ainsi il
a besoin de recruter des protéines adaptatrices intracellulaires menant a 'activation de diverses
voies de signalisation. Il peut induire I’apoptose via le recrutement de molécules adaptatrices

qui se fixent au domaine Chopper (Coulson et al. 1999; Coulson et al. 2000), ou au domaine de
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mort, activant la GTPase Rac qui active a son tour la kinase JNK. Par la suite, JNK active le
facteur de transcription c-jun, p53, et les protéines pro-apototiques a domaine Bad (Bcl-2
Antagonist of cell Death) et Bim (Bcl-2-Interacting Mediator of cell death), suivi par le
relargage du cytochrome ¢ dans le cytosol qui stimule a son tour les caspases 9, 6 et 3 (Nykjaer,

Willnow, and Petersen 2005) (Figure 12).
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Figure 12: Représentation schématique des voies de signalisation du p7SNTR
Adapté de (Molloy, Read, and Gorman 2011).

Le p75NTR induit soit la mort ou la survie cellulaire. La voie de survie cellulaire est induite
principalement par l'activation du facteur NF-kB (Hamanoue et al. 1999). D'une part le NF-xB
induit la transcription de clAP-1 et clAP-2 des inhibiteurs de l'apoptose, et d'autre part, il peut
bloquer la voie JNK qui induit I'apoptose. Il peut aussi induire la survie cellulaire en activant

directement la voie de PI3K/AKT généralement associé au récepteur TRK.
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> Le NGF

Le NGF est le premier facteur neurotrophique découvert dans les années cinquante par 1'équipe
S Cohen et R Levi-Montalcini, il joue un rdle essentiel dans le développement, la survie et la
différentiation des cellules neuronales (Cohen, Levi-Montalcini, and Hamburger 1954). De plus,
des études ont montré son implication dans le guidage axonal, la plasticité synaptique et la
différenciation cellulaire. In vitro, des études ont démontré que le NGF induit la croissance des
fibres nerveuses lors de l'implantation d'un sarcome de souris dans un embryon de poulet
(Cohen, Levi-Montalcini, and Hamburger 1954). In vivo, 'utilisation d'un anticorps dirigé contre
le NGF provoque la privation des facteurs endogenes et cause un déficit au niveau de
l'innervation sympathique. En plus de son role essentiel dans la survie et la différentiation des
cellules neuronales, le NGF est aussi impliqué dans 'angiogenése.

Des études ont démontré que le NGF, via le récepteur TRK-A, avait un effet pro-angiogénique
qui augmentait la tumorigenése des cellules cancéreuses pancréatiques et ovariennes (Tacconelli
et al. 2004). Dans la rétine, le NGF est sécrété principalement par les cellules de Miiller et de

I'EPR (Wang et al. 2016) (Figure 13).
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Figure 13: différentes sources de synthéses du NGF

Le NGF peut étre synthétisé par différentes cellules inflammatoires ainsi que des cellules
structurales. Tiré de (Advenier 2006).
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» Le pro-NGF

Le NGF est une protéine traduite a partir de deux transcrits pour produire deux pré-pro-NGF de
tailles de 34 et 27 kDa. Le pré-pro-NGF peut étre soumis a un clivage dans le réticulum
endoplasmique et donner deux isoformes pro-NGF de 32 et 25 kDa (Fahnestock et al. 2001;
Buttigieg, Kawaja, and Fahnestock 2007). Par la suite, le pro-NGF subit des modifications post-
traductionnelles au niveau du C et N-terminales pour générer le NGF mature (Darling et al.
1983).

Durant longtemps, le pro-NGF était considéré comme une forme intermédiaire dans la synthése
du NGF mature sans aucun rdle. Par la suite, de nombreuses études ont démontré que le pro-
NGF est sécrété majoritairement par les cellules de la prostate, les follicules capillaires, les
neurones sympathiques (Chen, Dicou, and Djakiew 1997; Delsite and Djakiew 1999; Yardley
et al. 2000; Smith et al. 2002). De plus, I’équipe de Shanab a démontré que le pro-NGF se lie
sélectivement au récepteur p7SNTR et induit I’apoptose des cellules endothéliales rétiniennes
(Shanab et al. 2015).

La liaison du pro-NGF au p75NTR est associée au recrutement de la sortiline qui est un co-
récepteur appartenant a la famille des protéines VPS10 « Vacuolar carboxy-peptidase Sorting
receptor-10 » (Willnow, Petersen, and Nykjaer 2008). Cette famille participe généralement aux
transferts protéiques a travers le réseau Golgien, pour la maturation des protéines qui seront
exprimées a la membrane plasmique (Willnow, Petersen, and Nykjaer 2008). La sortiline est
une protéine transmembranaire de type I, exprimée en grande partie dans le systéeme nerveux
central au cours du développement chez I’humain (Nielsen et al. 2001). De nombreux travaux
sont actuellement en cours afin de déterminer sa cascade de signalisation. Des résultats semblent
suggérer que la sortiline joue un role dans la signalisation pro-apoptotique impliquant les

protéines adaptatrices NRIF et NRAGE (Linggi et al. 2005; Bertrand et al. 2008).

1.3. L’inflammation et I'angiogenese

L'angiogenese est souvent précédée par l'inflammation qui fait intervenir les mécanismes de la
prolifération, la migration et le recrutement des cellules inflammatoires. Ces dernicres

interviennent a plusieurs étapes de I’angiogenése et sont capables de libérer plusieurs facteurs
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angiogéniques (VEGF, PDGF, TGF). De plus, les médiateurs inflammatoires comme la
prostaglandine E, interleukine 6 (IL-6), et IL-1 augmentent 1'expression du VEGF-A (Dvorak
2002).

1.3.1. Les macrophages

Décrits la premiere fois par Elie Metchnikov en 1883 les macrophages sont des acteurs
nécessaires a I'homéostasie au niveau tissulaire de 1'organisme. Leur principal rdle se définie
dans la défense de I'hote, la réparation et la régulation de I'immunité (Mechnikov 1988). Ils font
partie du systéeme mononucléaire qui regroupe également les cellules dendritiques et les
précurseurs de la lignée myéloide. Les monocytes sont les cellules circulantes dans le sang qui
représentent le réservoir périphérique des macrophages. Il existe cependant des macrophages
résidents dans certains tissus tels que le foie (les cellules de Kupffer), la peau (les cellules de
Langerhans) ou encore le systeme nerveux central (la microglie) (Dheen, Kaur, and Ling 2007;
Ingber 2007; Sheth and Bankey 2001). Lors du processus inflammatoire, les monocytes sont
recrutés au site inflammatoire et se différencient en macrophages. Pendant la réponse
immunitaire les macrophages peuvent avoir différentes fonctions. Leurs principales propriétés
sont la phagocytose (FCyR, Complement Receptor 1 (CR1) récepteur mannose) (Zhao et al.
2015) (Griftin et al. 1975), la présentation des antigénes (CD80 et CD86) et la sécrétion des
chimiokines et des cytokines pro- (ex : IL-1a et b, IL-6, TNFa) et anti-inflammatoire (IL-10 et
le TGFp).

1.3.1.1. Polarisation des macrophages

La polarisation des macrophages M1/M2 est un phénomene trés complexe qui fait intervenir de
nombreux facteurs immunomodulateurs. Plusieurs études ont montré que les macrophages

passent d'un état polarisé a un autre, en réponse a leur environnement.

1.3.1.1.1. Les macrophages de types M1

Les macrophages M1 sont impliqués dans l'initiation de la réponse inflammatoire et

I’¢limination des pathogenes. Ils sont caractérisés par une activité microbicide et tumoricide
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augmentées. Une réponse inflammatoire soutenue engendre des dommages tissulaires
importants, qui peuvent générer plusieurs pathologies comme la polyarthrite rhumatoide.

La stimulation des monocytes avec du LPS/interferon gamma (IFN-y) ou du granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ainsi que du TNF-a peuvent polariser les
macrophages en type M1 (Gensel and Zhang 2015) (John C Gensel 2014). Cette stimulation
active la voie de signalisation des facteurs de transcription STATI et NF-xB qui, a leur tour,
activent le promoteur des génes codant les sous-unités p35 et p40 de I’IL-12.

Les macrophages M1 sont caractérisés par une production de niveau élevé d'IL-1p, IL-12, IL-
18, I'[L-23, TNF-a, et CXCL10 (Ley et al. 2006). Fonctionnellement, ils peuvent induire une
réponse cytotoxique suite a 'augmentation de I'enzyme iNOS responsable de la production de
NO. En plus de leur effet pro-inflammatoire, il a ét¢ démontré que les M1 avaient également un
effet anti-angiogénique. Ils secrétent des facteurs comme le TNF-a et le NO, capables d’induire
la mort cellulaire de fagon indirecte via I’activation des protéines du complément. Le role du
TNF-a dans l'angiogeneése est complexe; In vivo, le TNF-a est capable d'induire la nécrose des
tumeurs transplantées chez la souris (Carswell et al. 1975). Une étude clinque a démontré la
capacité¢ du TNF-a a induire sélectivement la mort cellulaire des vaisseaux sanguins intra-
tumoraux suite a son administration locale en association a la chimiothérapie (Lejeune, Ruegg,
and Lienard 1998). Toutefois, une étude in vivo du modele d’une souris transgénique déficient
en TNF-a démontre que le TNF-a stimule 'angiogenése (Keffer et al. 1991). D'autres études in
vitro ont démontré son effet prolifératit (Kaiser and Polk 1997; Montesano et al. 2005). L'IL-12
est une cytokine fortement exprimée par les M1. Elle a une action anti-tumorale et anti-
métastatique et des études ont démontré sa capacité a inhiber I’angiogenése dans un modele de
néovascularisation cornéenne chez la souris en activant la voie de signalisation de IFN qui est
une protéine a action anti-proliférative et anti-angiogénique. L'IFN augmente 1'expression de la

protéine anti-angiogénique inducible protéine 10 (IP-10) (Voest et al. 1995) (Figure 14).

1.3.1.1.2. Les macrophages de types M2

Il a été montré que la stimulation de monocytes avec différentes interleukines, 1'lL-4, IL-10, IL-
13 ou des corticostéroides induisaient une polarisation des monocytes en macrophages de type

M2 (activation dite alternative) (Gensel and Zhang 2015). La caractérisation des macrophages
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M2 arévélé qu’ils pouvaient se diviser en sous-classes : M2a, M2b et M2c. Ces trois sous-types
partagent certaines propriétés fonctionnelles dont une augmentation de I’expression de
l'arginase-1 et de 1'lL-10, une diminution de I’'[L-12 et I’IL-23, et conservent toujours leur
propriété anti-inflammatoire (Sica and Mantovani 2012; Murray and Wynn 2011). En plus de
leur différence dans la production des cytokines/interleukines, les macrophages M2 se
distinguent des macrophages M1 par la présence, a leur surface, des récepteurs de mannose
(CD206) et par le métabolisme de I'arginine. Le role des macrophages M2 est décrit comme
intervenant dans la réparation des tissus et le retour a I'homéostasie (Lumeng, Bodzin, and
Saltiel 2007). En fait, les M2 sont capables de métaboliser 1'arginine en urée et ornithine, un
précurseur des polyamines (impliquées dans la division et la croissance cellulaire) et de la
proline un constituant du collagéne (Hesse et al. 2001; Mosser 2003).

Récemment, une autre classe de macrophages M2 a été identifiée associée aux tumeurs, les
Tumor-Associated Macrophages (TAMs). Les TAMs sont des macrophages qui favorisent
I’angiogenese dans plusieurs types de cancers. Des études ont conclu que les TAMs sont des
cellules qui favorisent 1’angiogenése et la progression de la tumeur. Parmi ces recherches, les
travaux de Shojaei et al., et de Gorelik E et al., ont démontré que dans un modé¢le de cancer
pancréatique les TAMs et les neurotrophiles étaient la source principale des facteurs pro-
angiogéniques (Gorelik et al. 1982; Shojaei et al. 2008). Ces macrophages sécrétent des
métalloprotéases et plusieurs facteurs de croissance (I’EGF, TGF-B, bFGF, PDGF) qui
favorisent la prolifération cellulaire (Solinas et al. 2010; Solinas et al. 2009) (Figure 14).
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Figure 14: Polarisation des macrophages

Les macrophages se constituent d une population hétérogeéne formée de deux classes principales
: M1 et M2, qui se distinguent par le type de cytokines produites et des marqueurs membranaires
distincts. Tiré de (Solinas et al. 2009).
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1.4. Pathologie de I’ceil

La néovascularisation choroidienne (NVC) est la formation de nouveaux vaisseaux qui
traversent la membrane choriocapillaire a travers I’espace sous-rétinien. Les pathologies
oculaires liées a la NVC se traduisent, le plus souvent, par une malvoyance ou une perte d’acuité
visuelle conduisant ainsi a une diminution de la qualité de vie. Citons quelques pathologies
oculaires liées a la NVC :

Dans les conditions dégénératives, on retrouve la dégénérescence maculaire, la myopie forte,
les stries angioides. Dans les conditions inflammatoires ou infectieuses on retrouve la choroidite
multifocale, le pseudo-histoplasmose, la sarcoidose. Dans les tumeurs choroidiennes on a le

mélanome et I'hémangiome choroidien.

1.4.1. Dégénérescence maculaire liée a 1'age (DMLA)

La DMLA constitue la premicre cause de malvoyance apres 50 ans dans les pays industrialisés.
Cette maladie affecte la rétine et plus précisément la macula, elle cause une baisse progressive
de la vision aboutissant a une perte de la vision centrale. C’est une maladie multifactorielle
associant des facteurs de risques environnementaux et génétiques (Suner et al. 2004). On
distingue deux formes de la DMLA :
e La forme séche ou atrophique se traduit par une atrophie de la macula, associée a une
accumulation de drusen qui est des dépots jaunatres entre la choroide et 'EPR;
e La forme humide ou néovasculaire représente 20% de la DMLA, elle correspond a
I’apparition anormale des vaisseaux au niveau de la choroide. Ces vaisseaux laissent
¢chapper des fluides et du sang causant la formation d'une poche sous la macula,

entrainant ainsi une perte rapide de la vision centrale (Figure 15).
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Figure 15: Développement de la néovascularisation

La forme humide de la DMLA est due a I'apparition anormale de néovaisseaux sous la rétine.
Ces néovaisseaux traversent la membrane de Briich et s'étendent au niveau de l'espace sous
rétinien entrainant un saignement et une accumulation du liquide entre la membrane de Briich
et I'EPR. Tiré de (http://www.scienceofamd.org/treat/)

1.4.2. Myopie forte

Constitue la premiére cause de baisse de vision chez les personnes de moins de 50 ans et la
deuxieme cause de néovascularisation choroidienne apreés la DMLA (Cohen et al. 1996). C'est
une maladie évolutive qui se définie par une distension excessive du globe oculaire. Les causes
de cette maladie ne sont pas bien comprises, mais elles sont liées a des anomalies biomécaniques
ou a des facteurs héréditaires. Les anomalies biomécaniques supposent que sous la pression
interne de I'ceil la sclére s'étend et cause un étirement de la rétine qui provoquera par la suite une

dégénérescence rétinienne (Hotchkiss and Fine 1981; Avila et al. 1984) .

1.4.3. Hémangiome choroidien

C’est un hématome vasculaire (une tumeur vasculaire bénigne), localisé principalement au
niveau de la choroide. Deux types peuvent étre signalés, I'hémangiome sporadique et

I'hémangiome diffus.
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L'hémangiome sporadique est caractérisé par un décollement de la rétine exsudative et un
cedéme maculaire. L'hémangiome diffus s'inscrit, le plus souvent, dans le syndrome de Sturge
Weber Krabbe, il est caractérisé par une dilatation vasculaire conjonctivale et épisclérale (Ruby

etal. 1992).

1.5. Traitements

Plusieurs traitements de la néovascularisation choroidienne peuvent étre décrits, citons entre
autres : La photocoagulation au laser, la thérapie photodynamique, la chirurgie, les traitements
médicamenteux. Cependant jusqu'a présent il n’y a malheureusement aucun traitement capable

de conserver la fonction visuelle centrale.

1.5.1. La photocoagulation au laser

Le traitement au laser (argon vert ou krypton rouge) a pour but de cicatriser et coaguler les
néovaisseaux par une ¢lévation thermique afin de prévenir toute perte additionnelle de la vision.
Cette technique ne peut étre utilisée que pour les vaisseaux extra-fovéolaires (ce qui représente
la minorité des cas), car elle entraine une destruction des photorécepteurs ainsi que l'apparition
d'un scotome central définitif conduisant a une baisse d'acuité visuelle centrale sévere. On peut
¢galement constater un décollement de la rétine exsudative, un décollement de la choroide ainsi

qu'une baisse de la vision périphérique.

1.5.2. La thérapie photodynamique

\

C’est une thérapie qui vise a détruire les néovaisseaux. Elle consiste a administrer en
intraveineux une substance photosensibilisante, la vertéporfine (visudyne). Cette substance
diffusante dans le réseau vasculaire est activée par exposition a un laser (690nm) dans la zone
pathologique qui aura été préalablement identifiée par angiographie (Pieramici et al. 2006;
Barbazetto et al. 2003). Cette exposition produit un effet photochimique détruisant les
néovaisseaux ciblés. Toutefois, ce traitement présente des effets secondaires tels que les

décollements de la rétine et les hémorragies sous-rétiniennes.
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1.5.3. La chirurgie

La chirurgie de la région maculaire a beaucoup progressé au cours de ces derniéres années.
Cependant, elle est souvent accompagnée d’un scotome central, un décollement rétinal et une
prolifération vitro-rétinienne. On retrouve deux différents types de chirurgie : La chirurgie des
membranes néovasculaires sous rétiniennes et la chirurgie translocation rétinienne. La premiére
est indiquée principalement lorsque la membrane néovasculaire est située dans l'espéce sous
rétinien en avant de I'EPR; elle consiste a faire une incision au niveau de la rétine, par la suite,
et a I'aide d'une pince coudée le chirurgien pourrait retirer les vaisseaux sanguins sous rétiniens.
La seconde consiste en un raccourcissement scléral temporal supérieur suivi par décollement

rétinien temporal supérieur et maculaire.

1.5.4. La radiothérapie

Utilisée dans de nombreuses maladies de la NVC, c'est une thérapie susceptible d'inhiber la
NVC dans la rétine. Elle utilise soit une irradiation par photons gamma ou par électrons produits
par un accélérateur linéaire, soit une irradiation par photons produits par un cyclotron. En 1993,
I’équipe de Chakravarthy a montré une diminution de la néovascularisation a travers une étude
concernant le traitement des patients atteints de la NVC avec des faibles doses de radioactivité
5Gy-36Gy (Chakravarthy, Houston, and Archer 1993). D'autres études, cependant ont démontré
des résultats tres variables et contradictoires surtout a cause de la technique d'irradiation (type
de rayonnement, doses, fractionnement, étalement) (Martin et al. 1997; Spaide et al. 1998).
Signalons que D’atteinte de la choroide, une neuropathie optique, un glaucome sont les

principaux effets indésirables de cette thérapie.

1.5.5. Les médicaments anti-angiogéniques

Ces médicaments visent a réduire substantiellement et immédiatement la présence de fluides
dans la rétine. Comme avancé plus haut, le VEGF est un puissant facteur pro-angiogénique
puisqu’ il induit la prolifération des cellules endothéliales ainsi que la perméabilité vasculaire.
Les anti-VEGF occupent une place cruciale dans le traitement de la NVC. Depuis 2006, c'est le
traitement principalement prescrit. Les autres mentionnés plus haut sont relégués au second

plan.
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1.5.5.1. Pegaptanib

Le pegaptanib (Macugen) est le premier médicament anti-angiogénique, découvert en 2005, et
considéré plus performant que la photodynamique; il permet de prévenir la perte visuelle sévere.
Le pegaptanib est un oligonucléotide qui inhibe spécifiquement le VEGF-A (Fajnkuchen and
Cohen 2008).

Afin de confirmer son efficacité dans le traitement de la CNV suite a la DMLA, une étude
clinique contrélée randomisée, a double issu et multicentrique a été menée (Gragoudas et al.
2004). Elle a été faite sur deux groupes, un groupe témoin et I’autre recevait le pagaptanib. On
a constaté que 70% des patients ont perdu moins de 15 lettres d'acuité visuelle, contre 50% du
groupe controle (placébo). Cependant, des effets secondaires apparaissent; les patients étaient
plus susceptibles d'avoir de I'inflammation au niveau de la chambre antérieure, opacité au niveau

du corps vitré ainsi qu'un décollement de la rétine.

1.5.5.2. Ranibizumab

Le ranibizumab est un fragment d'anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF-A, qui
se lie a grande affinité aux isoformes VEGF121, VEGF110, VEGF 165 (Kaiser 2006). Sa liaison
empéche celle de VEGF-A a son récepteur VEGF-R1. Afin de démontrer l'efficacité du
ranibizumab trois études randomisées en double aveugle, controlées ont été effectuées. L étude
Marina (Rosenfeld et al. 2006), I’étude Anchor (Brown et al. 2006) et 1'étude Pier (Regillo et al.
2008). Ces études ont comparé 1'efficacité de deux doses soit 0,3mg ou 0,5mg. La posologie
recommandée est celle de 0,5mg, par injection intravitréenne, une fois par mois. Elle peut méme
étre tous les trois mois si l'injection chaque mois n'est pas possible. Sur le plan local, les effets

secondaires sont limités.

1.5.5.3. Bevacizumab

En 2004, le bévacizumab a été indiqué dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques.
Par la suite, en 2007 il a été approuvée au Canada et a été utilisée pour le traitement de la forme
humide de la DMLA. C'est un anticorps humanisé dont le fragment FAB (Fragment anti-
binding) maturé est le ranibizumab. Le bévacizumab a été largement utilisé a cause de son faible

cott, son efficacité et sa plus longue demi-vie qui permet de diminuer la fréquence d'injection.
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L'é¢tude CATT (Comparison of Age-related macular degeneration Treatments Trials) menée au
Etats-Unis sur 1208 patients atteints de DMLA humide, a confirmé que le ranibizumab a la
méme efficacité que le bevacimab ainsi que les mémes effets secondaires (Comparison of Age-
related Macular Degeneration Treatments Trials Research et al. 2012). Dans l'ensemble, la
thérapie anti-angiogénique est bien tolérée, malgré les effets secondaires cardiovasculaires ou

rénaux (hypertension artérielle, protéinurie) liés en partie a la production de NO.

1.6. Microparticules (MPs)

1.6.1. Définition

La vésiculation membranaire et la génération de microparticules (MPs) sont des phénomenes
ubiquitaires finement régulés. Décrites la premiére fois par Wolf en 1967, les LMPs ont été
longtemps considérées comme des débris cellulaires dépourvues d'activité biologique (Wolf
1967). Elles sont des fragments membranaires (0,1-1 pm), qui se libérent dans le milieu
environnant suite a l'activation ou l'apoptose des cellules (Figure 16). Chaque cellule soumise a
un stress est capable de produire des microparticules, qui auront des caracteres spécifiques de la
cellule émettrice (Martinez et al. 2005). Ainsi, elles constituent une réserve de bio-effecteurs
circulants impliqués dans différents processus tels que la coagulation, l'inflammation et
l'angiogenese (Mostefai, Andriantsitohaina, and Martinez 2008). La majorité des MPs détectées
dans le plasma proviennent principalement des cellules endothéliales et des cellules circulantes
telles que les plaquettes, les leucocytes et les érythrocytes. Elles sont anucléées et contiennent

un cytosquelette et une membrane riche en phosphatidylsérine (PSer).
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Figure 16: Analyse en microscopie électronique a balayage de microparticules provenant
des cellules endothéliales

Cellules endothéliales quiescentes (a-c) ou stimulées par TNF-a (d-f). D’aprés (Combes et al.
1999).

Les MPs partagent des similitudes avec les corps apoptotiques et les exosomes. La mort
cellulaire par apoptose est un processus important pour le maintien de 1'homéostasie d’un
organisme multicellulaire. L'apoptose cause la fragmentation de la cellule qui forme, par la suite,
des corps apoptotiques. Ces derniers contiennent du matériel nucléaire, une membrane riche en

phosphatidylsérine de taille supérieure a celle des MPs (Hristov et al. 2004) (Figure 17).
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Exosomes Microparticules Corps
apoptotiques
Taille <0,1 um 0,121 pm 1 a4pm
Centrifugation 100000g 20000g 16000g
Origine Corps Membrane plasmatique Fragments
multivesiculaire cellulaires
Production Activation Activation cellulaire et/ou | Apoptose avancée
cellulaire apoptose précoce
Externalisation -/+ +++ +++
phosphatidylsérine
Marqueurs TSG101 Antigénes de la cellule | Histones
protéiques CD63 d'origine

Tableau I : Caractéristiques des différents types de vésicules extracellulaires
Adapté de (Mause and Weber 2010)

Les exosomes sont libérées dans le milieu extracellulaire apres fusion des endosomes

multivésiculaires avec la membrane plasmique (Figure 17). Leur taille, inférieure a celles des

MPs, varie entre 0,1 a 1 pm. IIs sont d'origine endosomale et sont pauvres en PSer, mais enrichis

en tétraspanines (Tableau I).

41




Espace
extracellulaire

endosomes
précoses

endosomes '(E_-V dégradative MVB

tardifs
EX0SOMEs exocytique MVB T—a

MVE

O

microparticules

O

lysosome

7\
F J y
(ajellule en d& w t\_;. — 0 G
poptose _ a
LLJ/ U

Corps
apoptotiques

Figure 17: Schéma représentatif de la libération des microvésicules membranaires dans
I'espace extracellulaire

A: Libération des exosomes suite au trafic d’endocytose intracellulaire et excrétion de
microvésicules de la membrane plasmique. Corps multivésiculaire (MVB), intraluminale
microvésicule (ILV). B: l'excrétion de microvésicules de la membrane plasmique et la
production des corps apoptotiques provenant de cellules apoptotiques. D'apres (Mathivanan, Ji,
and Simpson 2010)
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1.6.2. Formation des microparticules

Les MPs sont émises par la cellule sous 1’effet d’un stress provoquant le réarrangement des
phospholipides membranaires. En conditions physiologiques, les phospholipides sont distribués
de fagon asymétrique au sein de la bicouche lipidique, sur le feuillet externe on retrouve la
phosphatidylcholine et la sphingomyeline, sur le feuillet interne, les phosphatidylsérines et les
phosphatidyléthanolamines.

Le stimulus induit un influx calcique dans le cytosol entrainant une réorganisation du
cytosquelette (activité protéolytique des calpaines) et modulant 1’activité des transporteurs
transmembranaires des phospholipides : flippase, floppase et scramblase. Dans la cellule au
repos, ces transporteurs assurent 1’asymétrie des phospholipides membranaires, avec une
externalisation précoce de la phosphatidylsérine. La flippase maintient la distribution des
phospholipides au repos, la floppase est directement responsable de la perturbation de
l'asymétrie des cellules activées et la scramblase permet I'externalisation des phosphatidylsérine
au cours de l'apoptose ou de I'activation cellulaire (Hugel et al. 2005). D'autres protéines de
signalisation sont impliquées dans la libération des MPs, particulierement les petites protéines
G de la famille RhoA (ROCK-I et ROCK-II); lors du bourgeonnement ces molécules sont
activées par des caspases. Le ROCK-I activé par la caspase 3 favorise le réarrangement du
cytosquelette en régulant les interactions entre 1'actine et la myosine. Le ROCK-II via la caspase
2 est impliqué également dans la libération des MPs (Sebbagh et al. 2001; Coleman et al. 2001).
D’autre part, Il a été démontré que le tumor nercrosis factor-related apoptosis inducing ligand
(TRAIL) et son récepteur le TRAIL-R2 sont impliqués dans la libération des MPs endothéliales
par l'activation de NF-kB (Zauli and Secchiero 2006). L’ensemble de ces événements complexes
entraine un bourgeonnement de la membrane et le détachement des vésicules membranaires

(Figure 18).
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Figure 18: Formation des microparticules

D'apres (Martinez et al. 2011)

1.6.3. Composition des microparticules

Physiologiquement, les principales MPs circulantes sont d’origines plaquettaire, leucocytaire et
occasionnellement d'origines érythrocytaire et endothéliale. Elles peuvent étre retrouvées
également dans le liquide cérébrospinal, la salive et l'urine. La composition protéique et
lipidique des MPs varie selon I’origine du stimulus et le type de la cellule émettrice (Freyssinet
and Toti 2010). Elles expriment a leur surface une panoplie de substances bioactives et de
récepteurs et renferment aussi des enzymes, des cytokines, des facteurs de transcription, des

ARN messagers et des micro ARN (Morel et al. 2008; Patz et al. 2013).
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Les MPs plaquettaires expriment le CD41 (glycoprotéine Gpllb/Illa) et le CD61; les MPs
endothéliales expriment le CD144, le CD146 et le Cd31+/CD41- (Jimenez et al. 2001); quant
aux MPs leucocytaires, elles expriment le CD45, le CD11a et le CD11b et finalement les MPs
lymphocytaires expriment le CD4, le CD8 et le CD20 (Yuana, Bertina, and Osanto 2011; Burnier
et al. 2009).

1.6.4. Fonctions des microparticules

1.6.4.1. Interaction entre les microparticules et les cellules cibles

La communication intercellulaire est basée soit sur une cascade de signalisation qui sollicite un
contact cellulaire direct soit sur une interaction a distance. Les MPs sont pergues comme des
médiateurs de communication intercellulaire. Elles peuvent interagir avec les cellules cibles par
I’action de leur ligand exprimé a la surface en transférant des récepteurs de surface ou des
antigénes délivrant des protéines (Forlow, McEver, and Nollert 2000). Les MPs peuvent
¢galement induire 1'apoptose avec la présence de Fas ligand (Fas-L) a leur membrane, ainsi elles
sont capables de modifier le phénotype et la reprogrammation des fonctions cellulaires
permettant un partage de propriétés spécifiques et d'information cellulaire (Tesse et al. 2005).
Finalement, elles peuvent soit fusionner ou s'internaliser avec les cellules cibles et libérer par

suite leur contenu qui peut contenir entre autres de I'ARNm (Deregibus et al. 2007).

1.6.4.2. Activité pro-coagulante

Les MPs peuvent moduler plusieurs fonctions biologiques entre autres, la coagulation,
l'inflammation et différentes fonctions vasculaires. Elles varient soit a la baisse ou a la hausse
permettant ainsi le diagnostic de certaines maladies. En ce sens, 1'équipe de Castaman a montré
une diminution de la coagulation causée par la réduction des MPs plaquettaires, montrant ainsi
leur propriété pro-coagulante (Castaman et al. 1997). Les MPs expriment a leur surface des
phosphatidylsérines de méme que le facteur tissulaire qui est un facteur majeur déclenchant la
coagulation. Cela permet de constituer une surface catalytique pour le complexe d'activation de

la prothrombinase, pour ensuite former de la thrombine. Ces microparticules adhérent a
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I’endothélium et facilitent 1'adhésion du fibrogéne. En conséquence, un taux élevé de MPs est

associ¢ a des pathologies cardiovasculaires a risque accru de thrombose.

1.6.4.3. Activité pro inflammatoire

Les MPs participent a la réponse inflammatoire vasculaire en ciblant l'endothélium. De
nombreux groupes ont déja montré que les microparticules diminuaient I'expression de NO en
réduisant l'activité de ’eNOS; d'autres études ont montré que les MPs plaquettaires transportent
de l'acide arachidonique causant ainsi une augmentation de 1'expression de la cyclooxygénase
endothéliale de type 2 sur des cellules endothéliales (Meziani et al. 2006). Ces MPs augmentent
aussi la libération des cytokines endothéliales pro-inflammatoires (IL6, IL8) (Mesri and Altieri
1998) ainsi que des molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine) (Wang et al. 2011).
Ces dernicres permettent la liaison des neurotrophines et des leucocytes, pouvant étre impliqués
dans le développement de l'athérosclérose. D'autre part, les MPs sont une source de la
phospholipase A2 qui conduit a la production d'un puissant médiateur qui est l'acide
lysophosphatidique (LPA) connu comme un puissant facteur pro-agrégeant et pro-
inflammatoire, qui se retrouve en abondance dans les 1ésions athéroscléroses (Rousseau et al.

2015).

1.6.4.4. L’angiogenese et les microparticules

Les MPs sont capables d'intervenir au niveau des trois étapes de l'angiogenése a savoir : le
recrutement et la différenciation des cellules endothéliales, la dégradation de la matrice et
finalement la prolifération (Taraboletti et al. 2002). Ces effets sont évidemment diftérentiels
selon l'origine des microparticules. Des recherches ont démontré que les MPs contiennent des
MMPs qui favorisent la formation du tube par des cellules endothéliales et régulent l'activité
protéolytique, étape impliquée dans la migration des cellules. Les MPs endothéliales portent a
leurs surfaces les MMP2 et MMP9 impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire
(Taraboletti et al. 2002). Les MPs plaquettaires induisent in vitro I'angiogenése et stimulent la
revascularisation post-ischémique, cependant les MPs endothéliales ainsi que celles produites a

partir des lymphocytes ont un effet anti-angiogénique.
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1.6.5 Les différentes origines des microparticules
1.6.5.1 Les microparticules plaquettaires

Les microparticules plaquettaires (MPPs) sont des vésicules présentes dans le sang et générées
a partir de la membrane plasmique plaquettaire lors d’activation cellulaire ou d’apoptose.
Plusieurs agonistes physiologiques (Thrombine, collagéne...) ou non physiologiques (Ca2+,
ionophore) peuvent réguler la production des MPPs. La protéine kinase A joue un role central
dans I’externalisation des phosphatidylsérine a la surface de la membrane plasmique (Yan et al.
2009). Ces microparticules expriment a leurs surfaces toute une gamme de phospholipides,
lipides oxydés et protéines d’origine plaquettaire.

Les MPPs ont été identifiées comme les plus abondants dans la circulation (Horstman and Ahn
1999). Elles sont de véritables effecteurs qui modulent I’homéostasie, I’inflammation et le tonus
vasculaires. Chez des sujets sains, on retrouve un niveau élevé de ces microparticules, toutefois
elles n’expriment pas a leurs surfaces des marqueurs d’activation et leur demie vie indique
qu’elles sont rapidement éliminées (Flaumenhaft 2006; Rand et al. 2006). Plusieurs études ont
montré 1’intérét des MPPs pour le pronostique et le diagnostic de certaines maladies. En effet
un niveau tres €élevé des MPPs a été identifié dans certaines pathologies comme la maladie de
Crohn, les maladies cardiovasculaires ainsi que les pathologies auto-immunes (Mallat et al.
2000; Italiano, Mairuhu, and Flaumenhaft 2010). D’autre part, 1’augmentation de ces
microparticules est proportionnelle a 1’activation plaquettaire diffuse, suivie par la formation
d’un thrombus. Owens et Mackman les ont identifiées comme des marqueurs spécifiques de

I’athérosclérose (Owens and Mackman 2011).

e Contribution des MPPs dans la formation du thrombus

L’effet pro-coagulant des MPPs est médié principalement par leurs surfaces riches en PSer apres
I’activation cellulaire. Lorsque la PSer est exposée cela permet de recruter principalement le FT
qui est un puissant stimulus prothrombotique qui favorise une surface catalytique pour
I’assemblage des complexes enzymatiques de la coagulation et permet de soutenir une activité
prothrombinase ainsi que la liaison au facteur VIla/Xa. Ce processus aboutit par un thrombus,

initialement localisé au site de production des MPPs (Morel et al. 2004). In vitro, ces propriétés
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dites pro-coagulantes peuvent étre mesurées dans des systémes enzymatiques reconstituant des
complexes prothrombinase et ténase de la coagulation (Gilbert et al. 1991).

Chez les patients atteints du syndrome de Scott, la production de MPPs est quasi inexistante a
cause d’un défaut d’exposition de la PSer a la surface plaquettaire engendré par une déficience
de I’enzyme scramblase (Budaj et al. 2012). Cela conduit a une absence d’assemblage des
complexes enzymatiques de la coagulation et par la suite un phénotype hémorragique associé
(Budaj et al. 2012).

Ces microparticules ont fait I’objet d’un essai clinique de phase III aux Etats-Unis qui semble
trés prometteur. Les microparticules lyophilisées fabriquées par la société Cyprex Bioscience
(Cyplex™), possédent les mémes propriétés hémostatiques que les plaquettes natives testées
chez des personnes saines ainsi que des patients thrombocytopénies dans la phase I et II (Nasiri

2013).

e Les MPPs et la communication cellulaire

Les microparticules sont per¢ues comme étant des « cargos » transporteurs de signaux. Celles
d’origine plaquettaire sont aussi capables de communiquer avec les cellules soit directement
(fusion/endocytose), soit par I’intermédiaire d’un ligand exprimé a la surface afin de transmettre
les signaux bioactifs (Baj-Krzyworzeka et al. 2002). Janowska-Wieczorek et al ont rapporté que
des cellules souches progénitrices hématopoiétiques recouvertes de MPPs expriment de
nouveau récepteur plaquettaire comme CXCR4, CD41, CD62 et PAR-1 ce qui faciliterait la
greffe. En effet, ils ont démontré que, chez des souris irradiées, la transplantation de cellules
mononucléaires de la moelle osseuse recouvertes de MPPs accélérait la greffe, suggérant ainsi
un nouveau role des MPPs dans le processus de transplantation (Janowska-Wieczorek et al.
2001). D’autre part, le transfert de 1’antigéne CD41 (intégrine allbB3) augmente leur adhérence
au fibrinogene, une molécule clé dans la formation de caillot sanguin (Baj-Krzyworzeka et al.
2002).

De nombreuses données suggerent que les plaquettes jouent un réle essentiel dans la modulation
de I’'immunité innée et adaptative (Semple and Freedman 2010), toutefois leurs mécanismes
d’action doivent étre élucidés. Sprague et son équipe ont démontré que, suite aux signaux

déclencheurs, les MPPs via le CD154 sont capables d’activer les cellules immunitaires
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adaptatives ainsi que la production d’anticorps (Sprague et al. 2008) . Dans 1’arthrite rhumatoide
(RA), il a été rapporté qu’une accumulation des plaquettes dans les articulations faisait
augmenter le nombre des MPs plaquettaires (Knijff-Dutmer et al. 2002; Choy and Panayi 2001).
La RA est une maladie inflammatoire des articulations provoquée par des frottements anormaux
entre les os et les tendons articulaires. Une des hypothéses qui pourrait expliquer la cause de
cette maladie serait le déréglement du systéme immunitaire. L’équipe de Boilard confirme le
role crucial que les MPPs pourraient jouer dans la maladie de RA et montre que le récepteur de
collageéne glycoprotéine VI, et spécifiquement sa chaine gamma, joue un rdle clé dans la

génération des MPPs (Boilard et al. 2010).

e Les MPPs et I’angiogenése

Les MPPs favorisent la prolifération, la survie, la migration ainsi que la formation des tubes
endothéliales, suggérant ainsi leur capacité a induire la formation de nouveaux vaisseaux. En
effet I’injection intra-myocardique de MPPs augmente la formation de nouveau capillaire dans
le muscle cardiaque aprés ischémie (Kim, Song, et al. 2004). Selon Brill, cet effet est médié par
les facteurs de croissances suivants : VEGF, EGF, et PDGF qui activent la voie de signalisation
PI3K, Src kinase et ERK (Brill et al. 2005). Bien que le role des MPPs dans le développement
du cancer soit inconnu, il est bien établi que certaines tumeurs sont capables d’activer les
plaquettes et induire 1’agrégation plaquettaire. Dans le cancer gastrique le niveau de MPPs était
un meilleur prédicteur de métastases que les concentrations plasmatiques de I’IL-6, Rantes et le

VEGF (Kim et al. 2003).

1.6.5.2 Les microparticules endothéliales

Dans la circulation, on retrouve également des microparticules d’origines endothéliales (EMPs)
mais en quantité inférieure a celle des plaquettes. Leur présence a aussi été identifiée dans le
plasma humain, dans [’urine, au niveau des lésions inflammatoires comme les plaques
d’athérosclérose et dans I’humeur vitrée de la chambre antérieure de I’ceil (Chahed et al. 2010).
Elles sont un indice de plusieurs maladies entre autres I’insuffisance rénale, les maladies
artérielles coronariennes, le diabéte de type 2, la maladie de Crohn, I’insuffisance cardiaque,

I’hypertension artérielle etc...(Chironi et al. 2009). On peut les identifier par différents
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antigenes tels que I’endogline (CD105), les progéniteurs hématopoiétiques (CD34), le mel CAM
ou melanoma cell adhesion molecule (CD146), I’E-selectine (CD62E), I'ICAM-1 ou
intracellular adhesion molecule 1 (CD54). Parmi les activateurs puissants de leur libération, il y

a le TNF-a (Doeuvre and Angles-Cano 2009).

e Les EMPs et la coagulation

Le role des microparticules endothéliales dans la coagulation est bien documenté. Elles peuvent
agir directement, en déclenchant la formation de la trombine de fagon dépendante du FT
(Combes et al. 1999), ou indirectement en se liant a d’autres types cellulaires comme les
monocytes ainsi que les plaquettes et transférer par la suite leur FT. Il a ét¢ démontré in vitro,
que les EMPs peuvent interagir avec la lignée monocytaire THP-1 (humain acute monocytic
leukemia cell line) entrainant la génération du FT a leurs surfaces, qui est a I’origine de I’activité
pro-coagulante (Sabatier et al. 2002). D’autre part, les EMPs sont aussi capables de générer la
plasmine et développer une activit¢ fibrolytique et protéolytique par la présence de
métalloprotéinases matricielles (MMP) (Lacroix et al. 2012), ce qui leur confére un role dans la

dissolution du caillot.

e Les EMPs et ’angiogenése

Les EMPs activent les métalloprotéinases qui sont impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire ainsi que la production de facteurs de croissance impliqué dans l'angiogenese
(Lacroix et al. 2007). Elles sont capables également de faire un transfert horizontal d'ARNm au
niveau des cellules endothéliales et d'activer des facteurs angiogéniques. In vivo, il a été
démontré que les EMPs provenant de muscles ischémiques sont capables de favoriser la
prolifération endothéliale in vitro et la vasculogenése post-natale (Leroyer et al. 2009). De plus,
la présence de la cadhérine T sur les EMPs serait responsable d’interaction hémophilique et
l'activation de la voie d'AKT via la phosphorylation de cette derniére (Mezentsev et al. 2005).
Toutefois, 'effet angiogénique des EMPs est controversé par une autre étude qui a révélé que
des EMPs isolées a partir des cellules ombilicales favorisaient l'angiogenese a faible

concentration et l'inhibaient a forte concentration (Taraboletti et al. 2002).
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1.6.5.3 Les microparticules leucocytaires

Les leucocytes sont des cellules produites dans la moelle osseuse et présentes dans le sang, la
lymphe et d’autres organes. Ils regroupent les neutrophiles, éosinophiles, basophiles,
lymphocytes, monocytes/macrophages. Les leucocytes produisent aussi des microparticules, qui
se trouvent dans la circulation et jouent un rdle important aussi bien dans un contexte
physiologique que physiopathologique (Hargett and Bauer 2013). On les retrouve dans le liquide
synovial lors de I’arthrite rhumatoide et au sein de la plaque d’athérome lors de I’athérosclérose
(Leroyer et al. 2007).

Dans le processus de coagulation, les MPs leucocytaires présentent a leurs surfaces le FT et
PSer, ce qui leur confére un role clé dans la thrombose. Des travaux ont démontré qu’une
augmentation du taux de MP leucocytaires pourrait constituer une valeur prédictive
d'athérosclérose chez les sujets asymptomatiques (Leroyer et al. 2007). Elles peuvent avoir un
effet pro-inflammatoire en augmentant l'expression de I'IL-6 et I'[L-8 par les cellules
endothéliales et leucocytaires (Mesri and Altieri 1999). Les MP leucocytaires agissent sur
l'adhésion des monocytes en induisant I'expression des molécules d'adhésion comme CD11a a
la surface des monocytes et les ICAM-1 sur les cellules endothéliales (Nomura et al. 2001; Mesri
and Altieri 1999). D'autre part, 1'équipe de Koppler a démontré la capacité des MP leucocytaires
a diminuer la réponse inflammatoire des leucocytes par la production des cytokines anti-
inflammatoires comme le TGF-B1 (Koppler et al. 2006). Lorsque ces microparticules sont
internalisées par les monocytes ou les lymphocytes B, elles sont capables d'induire un profil
anti-inflammatoire.

Il est bien connu qu’il existe un lien entre les MPs et le syndrome d'apnée obstructive (SAOS).
Le syndrome d'apnée obstructive du sommeil se définie par une occlusion des voies aériennes
supérieures pendant le sommeil. En effet, I'hnypoxie ainsi que les micro-éveils interrompent le
sommeil et influencent la fonction endothéliale. L’équipe de Jenkinson a montré une
augmentation significative des MPs leucocytaires associée a la dysfonction endothéliale

(Jenkinson et al. 1999).
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1.6.5.4 Les microparticules monocytaires

Les microparticules dérivées de monocytes (mMPs) jouent un role clé dans la coagulation,
I'inflammation et la fonction endothéliale ; elles expriment également a leurs surfaces le FT et
le ligand de glycoprotéine-1 de la sélectine P (PSGL-1) a des niveaux élevés. Toutefois, elles

restent peu étudiées comparativement a celles d'origine plaquettaire et endothéliale.

e Les mMPs et la coagulation

Les mMPs peuvent étre soit pro-coagulante (Aleman et al. 2011; Del Conde et al. 2005) ou anti-
coagulante (Robinson, Worfolk, and Tracy 1992; Satta, Freyssinet, and Toti 1997). Elles
activent les plaquettes via le PSGL-1, et capables de fusionner avec celles-ci pour ensuite
transférer le FT a la membrane plaquettaire, favorisant ainsi une coagulation optimale par les
plaquettes activées. En 2010, I'équipe de Li a démontré que les MPs produites dans les maladies
a partir de macrophage dérivé de monocyte humain exposé a la fumée de tabac, sont hautement
pro-coagulantes et contribuent a I'hypercoagulabilité pathologique des fumeurs (Li et al. 2010).
Le facteur tissulaire dans les monocytes est dépendant du TNF-a et de I’'IL-1B (Khan et al.
2010). Les mMPs contiennent du TNF-a et IL1-B ce qui confirme qu’elles induisent une boucle
de rétroaction positive jouant un role thrombotique (Wen et al. 2014).

L'effet anti-inflammatoire des mMPs est médié par la thrombomoduline (TM) qui est un
cofacteur qui transforme la thrombine, enzyme coagulante, en une enzyme anti-coagulante. Au
cours des premicres étapes de l'inflammation, I'expression du FT est régulée a la hausse, par la
suite et grace au TM, les propriétés pro-coagulantes diminuent (Satta, Freyssinet, and Toti
1997). L'effet anti-inflammatoire des mMPs est médié aussi par l'inhibiteur du facteur tissulaire
qui régule en suite la production de la thrombine et la formation de la fibrine par laquelle il

inhibe l'activité pro-coagulante du FT (Bajaj, Ghosh, and Bajaj 2007).

e Les mMPs et l'inflammation

Les MPs peuvent non seulement médier la communication inter-cellulaire mais également agir
dans la stimulation autocrine. La plupart des MPs montrent un effet pro-inflammatoire. Cette

action se fait de fagon autocrine sur les monocytes/macrophages en libérant le TNF-a et IL-6
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activés par la voie du NF-xB (Bardelli et al. 2012). Un autre effet autocrine des mMPs a été
démontré a travers I'augmentation de la production des radicaux de I'oxygéne (O2") (Bardelli et
al. 2012). De leur part, Mastronardi et al. ont mis en évidence que les mMPs augmentent la
production du monoxyde d’azote (NO) par les cellules endothéliales via la PI3K kinase et
ERK1/2 (Mastronardi et al. 2011). Il est bien connu que le NO peut réagir avec le O2" pour
former le peroxynitrite (ONOQ"), ce dernier a des concentrations ¢levées peut induire I’apoptose
et la nécrose (Novo and Parola 2008).

Il a été démontré que sur les cellules épithéliales de la lignée alvéolaire (A549) ainsi que la
lignée de cellules épithéliales bronchiques (BEAS-2B), les mMPs induisent la translocation du
NF-kB dans le noyau, activant la production de 1'IL-8 et la protéine chimioattractive monocyte
chemoattractant protein (MCP-1) (Cerri et al. 2006). Ces cytokines pro-inflammatoires recrutent
ensuite des leucocytes vers le site de I'inflammation. Sur des cellules endothéliales les mMPs
sont capables d’activer la voie de signalisation intracellulaire par la phosphorylation de ERK1/2
et la dégradation de 1IkB-a conduisant ainsi la translocation de NF-xB et la production des
molécules ICAM-1, VCAM-1 et la E-sélectine (Wang et al. 2011).

Les mMPs peuvent avoir aussi des effets anti-inflammatoires via l'inhibition des voies de
signalisation (Neri et al. 2011). Sur la lignée immortalisée monocytaire Mono Mac-6 (MM6) et
la lignée monoblastique THP-1, les mMPs permettraient le renforcement des jonctions serrées
des cellules endothéliales. Elles induisent également la production de la protéine PPAR-y qui
inhibe l'activité de NF-«xB inhibant ainsi la voie de la signalisation et la réduction des molécules

d'adhésion sur les cellules cibles (Wen et al. 2014; Bardelli et al. 2012).

e Les mMPs et I'angiogenése

Peu de travaux ont été portés sur le role des mMPs dans la vascularisation. Chez des patients
atteints de cancer du poumon, le niveau de microparticules monocytaires est augmenté. Le
facteur tissulaire n’est pas seulement l'activateur normal de la coagulation mais aussi I’activateur
de la coagulation dans les maladies malignes. Sawada et son équipe ont signalé lI'importance du
FT dans le cancer bronchique non a petites cellules (NSCLC). Des études ont suggéré que les

mMPs exprimant le FT réguleraient la croissance et I'angiogenése tumorale dans le NSCLC
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(Sawada et al. 1999). Certaines ¢tudes confirment aussi que les macrophages sont capables

d’infiltrer les tumeurs et d’activer les cellules tumorales (Vitale et al. 2015).

1.6.5.5 Microparticules lymphocytaires

Dans la circulation, on retrouve également des microparticules d'origine lymphocytaires (LMPs)
qui sont augmentées dans certaines pathologies. Des niveaux ¢élevés de LMPs ont été détectés
chez les patients : diabétiques, atteints d'un infarctus de myocarde ou infectés par le VIH (Martin
et al. 2004). Des études ont démontré que les LMPs réduisent I'expression du eNOS et
augmentent 1'expression de la caveoline-1. Il a été aussi démontré que les LMPs de patients
diabétiques ou de patients HIV étaient capables d'altérer 1'expression du eNOS (Martin et al.
2004). Dans ce cadre, une étude portée sur ’effet des LMPs sur 1’endothélium s’avere

prometteuse et pertinente.

e LMPs et ’angiogenése

Les MPs générées a partir des lymphocytes T activées par la phytohémagglutinine et I'ester de
phorbol et stimulées avec l'actinomycine D (induction de I’apoptose) expriment le morphogeéne
Sonic hedgehog (MPS"™) qui favorise I'angiogenése. En revanche, les MP obtenues a partir de
lymphocytes T traitées uniquement avec l'actinomycine D n’expriment pas le Sonic hedgehog
(MPSP™) (Martinez et al. 2006). La composition différente des LMPs peut expliquer les
différences observées sur les cellules cibles. Le traitement in vitro des cellules endothéliales de
la veine ombilicale humaine avec les LMPs de type MPS"™"* augmente la prolifération et
I’adhésion intracellulaire par I’augmentation des Rho kinase et Sonic hedgehog (Soleti et al.
2009). Ces effets étaient associés a une augmentation de l'expression de plusieurs facteurs pro-
angiogéniques (VEGF et IL-1B). D'autre part, le traitement par les MPS""* dans un modéle
d'ischémie de souris, augmente la néovascularisation et une amélioration du débit sanguin dans
les régions ischémiques. Ces effets évoqués par les MPSM™* étaient attribuables a l'interaction du
ligand Sonic hedgehog et son récepteur (patched/smoothened receptors) et associés a une

augmentation de monoxyde d'azote, favorisant ainsi I'angiogenése (Soleti et al. 2009).
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Notre laboratoire a étudi¢ I’effet des LMPs dans 1’angiogenéese grace a différents modéles
pathologiques. On a démontré, in vitro et ex vivo, que les LMPs diminuaient la prolifération des
cellules endothéliales de la rétine (HREC) (Yang et al. 2012), de la veine du cordon ombilical
humain (HUVEC) (Yang et al. 2008) et d'anneaux aortiques. Par la suite, on a montré in vivo
I’action anti-angiogénique des LMPs dans des mode¢les expérimentaux de néovascularisation
cornéenne (Yang et al. 2008), de rétinopathie de prématuré (ROP) (Yang et al. 2012) et de cancer
du poumon (Lewis lung carcinoma cells) (Yang et al. 2010).

Selon le type cellulaire, 1'effet des LMPs peut étre médié par différentes voies de signalisation.
Dans le modele de rétinopathie du prématuré la diminution de I'angiogenése est médiée par
l'augmentation du stress oxydatif via les especes radicalaires oxygénées (ROS) et l'activité de la
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase (NADPH oxydase ou NOX). Les LMPs
augmentent plus précisément I'expression des sous-unités de NOX : gp91Pox, p22 phox  p47 phox
(Figure 19). De plus, elles diminuent I'expression du complexe VEGF/VEGFR2 ainsi que
l'expression d’ERK1/2 et augmentent I'expression du récepteur anti-angiogénique CD36 (Yang

et al. 2008).
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Figure 19: Schéma du mécanisme d’induction de I’angiogeneése par les LMPs.

L'effet anti-angiogénique des LMPs a été démontré dans plusieurs modeles de cancer. Les
travaux antérieurs du laboratoire ont démontré que les LMPs diminuaient la prolifération et la
viabilité des cellules endothéliales dans un modele murin de cancer pulmonaire (Lewis lung
carcinoma). Ils ont montré dans ce modele que les LMPs agissaient sur la voie du

VEGF/VEGFR2 via le récepteur de Low-Density Lipoprotein receptor (LDLR). Ils ont
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¢galement montré dans le modele de rétinoblastome, que les LMPs diminuaient 1'expression du
proto-oncogene spleen tyrosine kinase (SYK), une protéine surexprimée durant ce cancer
induisant la survie cellulaire. Il a ét¢ mis en évidence que les LMPs activaient la voie de
signalisation p53 et p21 augmentant 1’expression de la caspase 3 (Qiu et al. 2015). D’autres
¢tudes réalisées sur des cellules de I'épithélium bronchique ont montré que les LMPs
augmentaient le stress oxydatif via I’activation de la voie MAPK p38, et induisaient une

apoptose dépendante de la caspase 3 (Figure 20) (Qiu et al. 2014).
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Figure 20: Schéma du mécanisme de destruction de I’épithélium bronchique et alvéolaire

par les LMPs.

D'apres (Qiu et al. 2014)
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Objectifs de la thése

Les données de la littérature et les travaux antérieurs du laboratoire ont démontré le pouvoir
anti-angiogénique des LMPs. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a étudier la
contribution que pourrait apporter les LMPs dans le contréle de la néovascularisation

choroidienne.
Notre travail s’organisera autour des objectifs suivants :

1) Développer un modele de croissance vasculaire choroidien et étudier les mécanismes
associés aux effets anti-angiogéniques des LMPs.

2) Etudier l'effet anti-angiogénique des LMPs dans un modéle in vivo de NVC induite au
laser. Nous nous intéresserons a étudier comment les LMPs modulent 1’environnement
inflammatoire associé¢ a la NVC.

La mise en évidence de I’effet anti-angiogénique des LMPs sur le réseau vasculaire choroidien
et la compréhension des mécanismes associés permettra de déterminer le potentiel thérapeutique

des LMPs dans le cas des NVC.
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Résultats

Cette theése comporte deux articles:
A) p75 Neurotrophin Receptor Participates in the Choroidal Antiangiogenic and
Apoptotic Effects of T-Lymphocyte-Derived Microparticles

Publié dans le journal Investigative Ophthalmology & Visual Science 2013.

B) Lymphocytic Microparticles Modulate Angiogenic Properties of Macrophages in

Laser-induced Choroidal Neovascularization

Publié dans le journal Scientific Reports 2016.
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A) Article 1

p75 Neurotrophin Receptor Participates in the Choroidal
Antiangiogenic and Apoptotic Effects of T-Lymphocyte-Derived
Microparticles
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Abstract

Background: Choroidal neovascularization (CNV) is a major cause of vision loss in which
choroidal vessels penetrate the retinal pigment epithelium (RPE)—an important source of
growth factors, including nerve growth factor (NGF), whose activation via the p7SNTR receptor
promotes apoptosis and inhibits angiogenesis. We previously demonstrated that human T-
lymphocyte-derived microparticles (LMPs) significantly inhibit angiogenesis in several models
of ocular neovascularization. We herein investigated how LMPs modulate pro and
antiangiogenic microenvironments during choroidal angiogenesis.

Methods: Antiangiogenic effects of LMPs were investigated using a rat model of choroidal
angiogenesis. The impact of LMPs on expression of major angiogenic factors was assessed by
real-time qPCR. To determine whether p75SNTR signalling was implicated in LMPs-induced
activities, we used a specific antibody and shRNA targeting p7SNTR. Cellular apoptosis was
determined via evaluation of activated caspase-3 and annexin V binding.

Results: LMPs time-dependently inhibited choroidal angiogenesis by more than 64% after 48
hours of treatment. Removal of the RPE from choroidal explants abolished the antiangiogenic
effects of LMPs. mRNA levels of pigment epithelium-derived factor (PEDF) and NGF were
significantly increased following LMPs treatment of intact, but not RPE-removed choroids.
Downregulation of PEDF and p75NTR significantly blocked the antiangiogenic effects of
LMPs. Finally, induction of choroidal endothelial cell apoptosis by LMPs was dependent on
p75NTR.

Conclusions: We demonstrate for the first time that LMPs markedly inhibit choroidal
angiogenesis via mechanisms that are dependent on the integrity of the RPE and that are largely

mediated by the PEDF and proapoptotic activities of p75SNTR.

Keywords: Choroidal neovascularization, Lymphocytic mcroparticles, Neurotrophins, PEDF,

p75NTR.
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Introduction

Choroidal neovascularization (CNV) triggered by multi-etiological factors is a major cause of
vision loss. It represents the growth of new blood vessels from the choriocapillaris into the
retinal pigment epithelium (RPE), a specialized monolayer of cells that secretes antiangiogenic
factors, such as pigment epithelium-derived factor (PEDF), and proangiogenic factors, such as
vascular endothelial growth factor (VEGF) (Klein et al. 2004; Grossniklaus and Green 2004).
The balance of antiangiogenic and proangiogenic factors is crucial for the physiological stability
of the choroid (Davies, Eubanks, and Powers 2003; Gehlbach et al. 2003).

Whereas anti-VEGF therapies are the current standard treatment for CNV (Folk and
Stone 2010; Gragoudas et al. 2004), they do not address the underlying cause of this pathology
and are increasingly associated with drug resistance. Promising therapeutic approaches include
treatments directed against the vascular and extravascular components of CNV, such as glia and
RPE cells (Takahashi et al. 2000; Spaide 2006); therapies that target inflammatory and apoptotic
mediators may also prove beneficial and warrant further investigation (Hisatomi et al. 2012;
Benny et al. 2010; Cooney et al. 2006; Mori et al. 2002; Lima et al. 2006; Boosani et al. 2009).

Human T lymphocyte-derived microparticles (LMPs) possess strong antiangiogenic
properties in vivo (Yang et al. 2008; Yang et al. 2010; Yang et al. 2012) and exert numerous
actions on a variety of cells and tissues (Martin et al. 2004; Distler et al. 2005; Huber et al.
2007). We have established that LMPs strongly suppress in vivo corneal neovascularization and
tumor angiogenesis (Yang et al. 2008; Yang et al. 2010), and limit neovascularization during
the vasoproliferative phase of ischemic retinopathy (Yang et al. 2012). The antiangiogenic
effects of LMPs are linked to their anti-VEGF properties and to their ability to increase
expression of the CD36 antiangiogenic factor. However, to date, the regulation of cellular
apoptosis by LMPs is largely unknown.

The neurotrophins nerve growth factor (NGF) and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) comprise a family of secreted growth factors that have been extensively studied for
their actions on the nervous system. Neurotrophins are known to regulate angiogenesis through
autocrine and paracrine mechanisms, which are mediated by 2 structurally unrelated cell surface
receptors: the common neurotrophin receptor p75SNTR and the tropomyosin kinase receptors
(Trks) (Caporali and Emanueli 2009; Reichardt 2006; Frade and Barde 1998). Studies have

shown that p75NTR plays a critical role in triggering apoptosis of endothelial cells and vascular
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progenitor cells and in suppressing neovascularization (Wang et al. 2000; Caporali et al. 2008).
Notably, a role of LMPs in mediating intercellular cross talk and apoptosis has been suggested
(Distler et al. 2006; Distler et al. 2005). Thus, p7SNTR may contribute to the inhibitory actions
of LMPs during choroidal angiogenesis.

In the present study, we investigated whether LMPs modulate pro and antiangiogenic
microenvironments during choroidal angiogenesis. We hereby demonstrate that LMPs
significantly inhibit choroidal angiogenesis through mechanisms that are dependent on the
structural integrity of the RPE and that are largely mediated by the antiangiogenic factor PEDF
and proapoptotic activities of p7SNTR.

Materials and Methods

Animals

Newborn and adult Sprague-Dawley rats were purchased from Charles River (St. Constant, QC,
Canada). All animal experiments were performed according to the ARVO Statement for the Use
of Animals in Ophthalmic and Vision Research and were approved by the Animal Care
Committee of CHU Sainte-Justine (Montreal, QC, Canada).

LMPs Production

LMPs were generated as described previously.(Yang et al. 2008) Human CEM T cells were
purchased from ATCC (Manassas, VA) and cultured with X-VIVO medium (Cambrex,
Walkersville, MD). Briefly, CEM T cells were treated with 0.5 ng/mL actinomycin D for 24
hours. A supernatant was obtained by centrifugation at 750 g for 15 min, then 1500 g for 5 min
to remove cells and large debris. LMPs from the supernatant were washed after 3 centrifugation
steps (50 min at 12,000 g) and recovered in PBS. Washing medium from the last supernatant
was used as a control.

Cell Culture

Rat brain microvascular endothelial cells (RBMVEC) were obtained from Cell Applications Inc
(San Diego, CA), and cultured in rat brain endothelial cell growth medium (Cell Applications
Inc.), supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin.

Primary RPE Culture

Primary RPE cultures were obtained as described previously from 9-day-old rat pups (Wang,

Koutz, and Anderson 1993; Geisert et al. 2002). Animals were sacrificed, eyes enucleated, and
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maintained overnight at room temperature in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM;
Invitrogen) and then incubated for 45 min with 2 mg/mL trypsin/collagenase I at 37 °C. After
trypsin inhibition with DMEM containing 10% fetal calf serum (FCS), the RPE layer was
harvested. RPE cells were plated in 8-well LabTek (Nunc, Thermo Fisher Scientific Inc, NY) at
a rate of RPE from 1 eye per well in DMEM containing 10% FCS and 1%
penicillin/streptomycin. To evaluate whether mediators secreted by RPE cells inhibit capillary
formation, conditioned medium from confluent RPE cells in the presence or absence of LMPs
(30 pg/mL, 48 hours) was collected and used to treat choroidal explants.

RNA Isolation and Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Total RNA was extracted from choroidal tissue and RPE cells using an RNA extraction kit
(Qiagen, Mississauga, ON). DNase-treated RNA was then converted into cDNA using M-MLV
reverse transcriptase (Invitrogen). Quantitative analysis of gene expression was performed using
an ABI Prism 7700 sequence detection system and the SYBR Green Master Mix Kit (BioRad).
For each sample, reactions were performed in duplicate, and threshold cycle numbers were
averaged. Gene expression was normalized to 18S, and the percentage of reduction was
calculated according to a previously described formula.(Buckhaults et al. 2001) PCR primers
targeting rat VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, PEDF, nerve growth factor (NGF), p75NTR, and
tropomyosin-receptor-kinase (TrkA) were synthesized by Alpha DNA (Montreal, Quebec,
Canada) based on the following  sequences:  VEGF-A, forward 5’-
ACGAAAGCGCAAGAAATCCC-3° reverse 5’-TTAACTCAAGCTGCCTCGCC-3’;
VEGFR-1, forward 5'-GACTGCTGACCTGCGAAGCC-3', reverse 5'-AGGAATCTCAC
GGGGCTCGG-3"; VEGFR-2, forward 5-TGGATGAGCGCTGTGAACGC-3', reverse 5'-
ACTTGGCCAAAGGCACCACG-3'; PEDF, forward 5’-AAGAGTGCTTCCAGAATTG TG-
3’, reverse5S’-CCCAGTTGTTAATCTCCTGAAGG-3’; NGF, forward 5'-GGACTC
ACAGGAGCAAGCGC- 3, reverse 5'-GCCCTTGATGTCCGTGGCTG-3"; p75NTR, forward
5'-TGCACAGCGACAGTGGCATC-3', reverse 5'-TCCTCACGCTTGGTCAGGGG-3"; TrkA,
forward 5-GAATGATGTGGGCCGGGCTG-3!, reverse 5' -GAAGAACCA
GCGCAGGGACG-3"; 188, forward 5’-CCTGCGGCTTTAAATTTGACTCA-3’, reverse 5’-
GCTATCAATCTGTCAATCCTGTC-3".
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Preparation of Choroidal Explants and RPE-Removed Choroidal Explants

Choroidal explants were prepared from adult Sprague Dawley rats as previously described
(Lameynardie et al. 2005). Eyes were rapidly isolated under aseptic conditions. Preparation of
choroidal explants was performed under a stereomicroscope with an optic fiber light source in
a sterile vertical laminar flow hood. Blood vessels and connective and fatty tissue were removed
from the exterior of the eyeballs in a Petri dish containing DMEM. After removing the cornea,
lens, corpus vitreum, and retina, the posterior segment containing the sclera and choroid was
sectioned into 1- to 2-mm sections and placed in growth factor-reduced basement membrane
matrix (Matrigel; BD Biosciences).

RPE-removed choroidal explants were prepared according to a previously described
procedure (Defoe and Easterling 1994). In a Petri dish containing 1X Hank’s balanced Salt
Solution (HBSS, Invitrogen), the blood vessels, connective and fatty tissue were removed from
the exterior of the eyeballs. Eyes were then incubated at 37 °C for 45 min with 2% diapase
II (neutral protease; Roche) in HBSS. After removing the cornea, lens, corpus vitreum, and
retina, the RPE layer was peeled off from the choroid with fine forceps. The posterior segment
containing the sclera and choroid without the RPE was sliced into 1- to 2-mm sections and
placed in growth factor reduced basement membrane matrix. The effectiveness of the RPE
removal was assessed histologically.

Treatment of Choroidal Explants and Measurement of Angiogenesis

Choroidal explants were cultured at 37°C in 5% CO> for 3 days. The culture medium
was changed on day 4 and explants were treated with saline or 50 pg/mL of LMPs (or indicated
concentrations) until day 6. In some experiments, choroidal explants were pre-incubated with
the following antibodies for 3 hours before LMPs treatment: 45 ng/mL anti-p75NTR (Millipore,
USA), 45 pg/mL anti-PEDF (Santa Cruz Biotechnology Inc.), and 45 pg/mL anti-rat IgG
(Sigma-Aldrich). Photographs were taken daily from day 4 to day 6 using an Axiovert 200M
inverted microscope (Zeiss). The angiogenic response was determined by measuring the area
covered by vessels (neovessel formation) using Image-Pro Plus software, and presented as a
percentage of that in control groups (set as 100%).

Immunohistochemical Staining of Choroidal Explants
The choroidal explants were fixed in cold 4% paraformaldehyde for 1 hour followed by rinsing

with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). Explants were then permeabilized in 1.0% Triton
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X-100 and blocked in 10% normal goat serum. The rabbit anti-activated caspase-3 (Aspl75)
(1:200 in PBS; Cell Signaling Technology) with secondary antibody Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit IgG (1:500; Invitrogen), or annexin V conjugated to green-fluorescent FITC dye (FITC
annexin V, 1:200, Invitrigen) were used to detect apoptotic cells. Phycoerythrin-conjugated
anti-rat CD31 (PECAM-1, 1:200, BD Pharmingen) and mouse monoclonal to RPE65 (ab13826,
1:100, Abcam) with secondary antibody 594 Fab goat anti-mouse (1:500, Invitrogen) were used
to specifically identify endothelial and RPE cells respectively. Alexa-488-conjugated phalloidin
(1:200, Invitrogen) was used to determine the cell morphology. Cell nuclei were stained with
Dapi (1:5000; Invitrogen). Explants were then mounted onto glass slides with the epithelium
facing upwards using Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Images were taken using fluorescence microscopy (Eclipse E800; Nikon).

Preparation of Short Hairpin RNAs (shRNAs) and Lentivirus Production

Lentiviral pLKO.1 vector expressing shRNA against rat p7SNTR and control pLKO.1 vector
containing scramble shRNA were obtained from OpenBiosystems (Huntsville, AL). Infectious
lentiviruses (LV. shRNA-p75NTR) were generated by transiently cotransfecting plasmids
encoding proteins essential for viral assembly and shRNA encoding plasmids into 293FT cells
(Invitrogen), as previously described (Dull et al. 1998).

Western Blot Analysis

RBMVEC cells were collected 24 hours after infection with lentiviruses. Extraction of soluble
proteins and fractionation by SDS-PAGE was performed as described previously (Yang et al.
2008). An anti-p75NTR antibody (1:1000) was used to reveal the protein levels of p75SNTR. B-
actin was used as a loading control. Proteins were visualized using the ECL Western blotting
detection system (PerkinElmer, Inc.). Densitometry values were measured in terms of pixel
intensity by Fluorchem software.

Statistical Analysis

All experiments were repeated at least 3 times. Values are presented as means + SEM. Data
were analyzed by one-way ANOVA followed by post-hoc Bonferroni tests for comparison

among means. Statistical significance was set at P < 0.05.
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Results

LMPs Suppress Neovessel Sprouting From Cultured Choroidal Explants

We previously reported that LMPs inhibit pathophysiological ocular neovascularization in
animal models of inflammatory corneal neovascularization and oxygen-induced retinopathy
(Yang et al. 2008; Yang et al. 2012). In the present study, we investigated the effects of LMPs
on neovessel sprouting from cultured choroidal explants. Our results demonstrate that LMPs
treatment (50 pg/mL) significantly reduced neovessel formation by 44% and 64% after 24 and
48 hours of treatment, respectively (Figs. 1A, 1B).

Inhibition of Choroidal Neovessel Formation by LMPs is Largely Dependent on the RPE

The importance of the RPE in the development of the choroidal vasculature has been described
(Sakamoto et al. 1995); however, its role in mediating the inhibitory effects of LMPs on
choroidal angiogenesis has not been investigated. We explored this premise using normal
choroidal explants and explants in which the RPE had been removed. Of note, RPE-deficient
choroidal explants lacked the characteristic hexagonal shape of RPE cells (Fig. 2A). Compared
with control, LMPs did not significantly suppress neovessel sprouting from RPE-deficient
explants. Conversely, conditioned medium from LMPs-stimulated RPE primary cells caused a

75% reduction in the neovessel area (Figs. 2B, 2C).

LMPs Increase mRNA Levels of PEDF, NGF, and p7SNTR in Choroidal Explants

RPE cells secrete numerous growth factors that are essential for maintaining the choroidal
vasculature. To elucidate the molecular program contributing to the LMPs-induced suppression
of choroidal angiogenesis, we assayed choroidal explants for expression of major pro and
antiangiogenic factors by real-time qPCR. Relative to control, LMPs significantly upregulated
the mRNA levels of the neurotrophins PEDF (3.4-fold), NGF (2-fold), and p75NTR (2.6-fold).
However, we did not detect any significant changes in the mRNA levels of VEGF-A, VEGFR-
1, VEGFR-2, and TrkA (Fig. 3A). Removal of the RPE from choroidal explants caused a 70%
decrease in NGF expression (P < 0.001). Upon LMPs treatment, mRNA levels of NGF and
p75NTR were markedly increased in RPE-deficient explants (P < 0.05) compared with control.
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In RPE primary cell cultures, LMPs upregulated the expression of NGF (P < 0.05, Fig. 3B);

however, expression of p7SNTR was undetectable (data not shown).

Blockade of p7SNTR and PEDF Promotes Neovessel Formation in Choroidal Explants
and Abrogates Effects of LMPs

Based on our data showing increased expression of PEDF and p75NTR in LMPs-treated
explants, we questioned the specific involvement of these factors in the antiangiogenic activities
of LMPs. Blockade of PEDF and p75NTR signaling with functionally blocking antibodies
significantly attenuated the LMPs-mediated inhibition of choroidal angiogenesis (Fig. 4A).
Similarly, downregulation of p7SNTR with shRNA targeting p75NTR as indicated by a 66%
reduction of mRNA level in RPE-removed choroidal explant (Fig. 4B) and 49% decrease of
protein expression in endothelial cells (Fig. 4C) significantly prevented neovessel formation in
LMPs-treated choroidal explants with RPE compared with shRNA-scrambled control. Again,
LMPs did not significantly suppress neovessel sprouting from RPE-deficient explants with or

without sShRNA-p75NTR (Fig. 4D).

p75NTR Mediates LMP-induced Apoptosis of Choroidal Microvascular Cells

Because p75NTR is known to induce apoptosis in many cell systems, we evaluated whether it
could induce apoptosis of choroidal microvascular cells. Apoptosis was assessed after 48 hours
LMPs treatment via immunoreactivity to activated caspase-3 and annexin V binding. Compared
with IgG-pretreated explants, LMPs treatment caused a 5.5-fold increase in apoptosis, an effect

that was significantly abrogated in Ab-p75NTR-pretreated explants (Figs. SA, 5B).
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Discussion

The pathogenic mechanisms underlying CNV are complex and largely unknown. Accumulating
evidence indicates that inflammatory and neovascular events contribute significantly to the
development of this pathology. We previously demonstrated that LMPs can serve as tools for
suitable therapeutic intervention in animal models relevant to human disease, including
inflammatory and ischemia-induced ocular neovascularization (Yang et al. 2008). We herein
report for the first time that LMPs significantly and time-dependently suppress choroidal
angiogenesis. Our results show that the antiangiogenic actions of LMPs are dependent on the
integrity of the RPE and are mediated by the apoptotic activities of the neurotrophin receptor
p75NTR (Fig. 6).

The integrity of RPE cells is critical for proper vision and for maintenance of the
choroidal vasculature (Sakamoto et al. 1995; Bazan 2008). In our studies, removal of the RPE
abolished the antiangiogenic actions of LMPs, suggesting that factors secreted by the RPE are
involved in this mechanism (Fig. 2). Of note, RPE cells secrete numerous growth factors,
including neurotrophins (Kolomeyer, Sugino, and Zarbin 2011). which are necessary for RPE
cell survival (Caporali et al. 2008). Neurotrophins act via 2 different transmembrane receptors
the Trk and p75NTR receptors (Aloe, Tirassa, and Bracci-Laudiero 2001; Casaccia-Bonnefil,
Gu, and Chao 1999; Sofroniew, Howe, and Mobley 2001). It is well established that the overall
levels of neurotrophins determine the balance between cell survival and apoptosis during
development (Chao 2003). Alterations in the levels of neurotrophins and their receptors also
have profound effects on the function of NGF-sensitive cells (eg, retinal cells and Miiller cells)
(Sofroniew, Howe, and Mobley 2001), on the visual system (Caminos et al. 1999), and on
neuron development and survival (Bibel and Barde 2000). Herein, we show that LMPs
significantly increase choroidal expression of PEDF, NGF, and p75NTR. Moreover, the
induction of NGF by LMPs was blunted in RPE-depleted choroids, indicating that the integrity
of the RPE is important in this process (Fig. 3).

PEDF is a potent endogenous inhibitor of angiogenesis (Chen et al. 2006). Secreted by
RPE cells, PEDF can inhibit the growth of blood vessels in the eye induced in a variety of ways
(Barnstable and Tombran-Tink 2004). Previous reports have demonstrated that activation of
p75NTR inhibits neovascularization (Caporali et al. 2008). Using functionally blocking
antibodies against PEDF and p75NTR, or using shRNA-mediated knockdown of p75NTR,
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LMPs treatment resulted in a partial, albeit significant reduction in choroidal angiogenesis. This
observation was confirmed using combination of anti-PEDF and anti-NGF antibodies resulted
in a more significant suppression of the antiangiogenic effect of LMPs on CNV (Fig. 4).
Therefore, our results suggest that inhibition of choroidal angiogenesis by LMPs is significantly
mediated by PEDF and p75NTR. Regulation of apoptosis is multifaceted and comprises
numerous mediators. It is well established that endothelial cell apoptosis plays a major role
during vascular development, remodeling, and regression (Pollman, Naumovski, and Gibbons
1999; Walsh, Smith, and Kim 2000), and that the balance between pro and anti-apoptotic factors
is critical for regulating ocular neovascularization (Davies, Eubanks, and Powers 2003; Wang,
Sorenson, and Sheibani 2005). We provide evidence that LMPs act via p75NTR to induce
microvascular cell apoptosis and inhibit choroidal angiogenesis (Fig. 5). In endothelial cells,
p75NTR is known to induce apoptosis via ligand-dependent and independent mechanisms, as
well as suppress the VEGF-A/Akt/eNOS/NO pathway (Caporali et al. 2008). It has also been
reported that PEDF can stimulate apoptosis in retinal endothelial cells (Sheikpranbabu et al.
2009). Although many findings suggest a receptoric nature of PEDF action, the receptor
responsible for its antiangiogenic effect still remains to be identified (Marciniak, Butwicka, and
Nowak 2006). In addition, several antiangiogenic factors, including thrombospondin-1 and
endostatin, exert their inhibitory effects by triggering endothelial cell apoptosis via
downregulation of bcl-2 expression (Dhanabal et al. 1999; Jimenez et al. 2000). Whether these
downstream signaling mediators are implicated in the apoptotic effects of LMPs remains to be
determined.

LMPs are membrane-derived vesicles released from cells during activation or cell death.
They can serve as mediators of intercellular cross-talk (Distler et al. 2006). Very little is known
about the role of LMPs during apoptosis; however, macrophages are said to undergo apoptosis
after phagocytosing microparticles (Huber et al. 2007). Our results show that LMPs induce
apoptosis via mechanisms requiring activation of p75SNTR and caspase-3 (Figs. 5A, 5B). This
is in line with observations by others demonstrating that p7SNTR promotes endothelial cell
apoptosis via caspase-3 activation (Caporali et al. 2008). Whether LMPs transfer caspase-3 to
other cells thus contributing to the induction of endothelial cell dysfunction remains to be

elucidated.
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In summary, we demonstrate that LMPs are important candidates for antiangiogenic
therapy. We identify p75NTR and PEDF as crucial mediators of the inhibitory actions of LMPs
on choroidal angiogenesis. Examination of the role of the RPE and the downstream signaling
mechanisms triggered by activation of p7SNTR by LMPs may unveil key pathways for
pharmacologic intervention of CNV. Therapeutic strategies involving apoptotic clearance of
excessive inflammatory or endothelial cells also represent a novel clinical approach. Findings
also suggest that effective treatments to counter CNV should consider preservation of RPE

integrity.
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Legends

Figure 1. (A) Representative images of neovessels arising from choroidal explants incubated
after 24 and 48-hour treatment with 50 pg/mL of LMPs. Bar, 400pum. (B). The area of neovessel
formation in choroidal explants was quantified using Image-Pro Plus software, and normalized
to control (n =7 per group). Values are depicted as means = SEM of 5 separate experiments. *P

<0.05, ***P <0.001, vs control.

Figure 2. (A) Representative images of fluorescent phalloidin-stained choroidal explants with
and without the retinal pigment epithelium (RPE). (B) Representative images of neovessels
sprouting from RPE-removed choroidal explants cultured in normal medium (control), with 50
pg/mL of LMPs, with RPE-conditioned culture medium (cult.med.), or RPE-conditioned culture
medium plus 30 pg/mL LMPs for 48 hours. Bar, 400um. (C) Histogram representing the relative
neovessel area of RPE-removed choroidal explants for each condition vs control choroidal
explants without LMPs treatment (neovessel area for control choroidal explants at 48 hours was
set at 100%). Values are mean + SEM of 5 separate experiments. **P < 0.01, ***P <0.001 vs
LMPs treatment; “P < 0.05, difference in LMPs treatment between RPE-removed choroidal

explants and choroidal explants.

Figure 3. (A) mRNA levels of VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, PEDF, NGF, p75NTR, and
TrkA in choroidal explants after 48-hour treatment of LMPs. mRNA expression was assessed
using real-time qPCR and presented as fold change in gene expression in the LMPs-treated
group compared with the control group (choroidal explants without LMPs treatment), *P <0.05,
*#P <0.01, ***P < 0.001 vs control. (B) RPE-removed choroidal explants and primary culture
RPE cells were treated with or without LMPs for 48 hours and processed for real-time qPCR.
mRNA levels of NGF and p75NTR were subsequently assessed and presented as fold change
over mRNA levels in the control group ***P <(0.001 vs control choroidal explant without LMPs
treatment; “P < 0.05 vs RPE-removed choroidal explants without LMPs; *P < 0.05 vs control

without LMPs treatment.
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Figure 4. (A) Choroidal explants were pretreated with antibodies against p7SNTR or PEDF
followed by incubation with or without LMPs (50 ug/mL) for 48 hours. The choroidal neovessel
area was quantified and normalized to control. (B) The RPE-removed choroidal explants were
infected with lentiviral-scrambled shRNA (control) or lentirival-shRNA-p75NTR for 24 hours.
The p75NTR mRNA was quantified by real-time PCR and presented as percentage of that in
control group. (C) Western blot and accompanying histogram showing knockdown of p7SNTR
expression by lentirival-shRNA-p7SNTR in rat brain microvascular endothelial cells
(RBMVEC). (D) Choroidal explants with or without RPE were infected with lentirival-shRNA-
p75NTR followed by LMPs treatment for 48 hours and the neovascular area was quantified and
normalized to control. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control; "P < 0.05, P < 0.01, " P < 0.001
vs LMPs group.

Figure 5. (A) High magnification micrographs of choroidal endothelial cells stained with CD31
antibody (red) and apoptotic cells wusing either annexin V binding (green) or
immunohistochemical staining of activated caspase-3 (green) and Dapi (blue) in choroidal
explants with or without 50 pg/mL of LMPs plus an IgG isotype control or antibody against
p75NTR (Ab-p75NTR). Magnification: x200. Bar, 30um. Arrows point to either the annexin
V- or activated caspase 3-positive cells (green). (B) Quantitative assessment of apoptotic cells
in choroidal explant sections. The average percentage of annexin V- and caspase-3—positive
cells was presented as mean = SEM from 6 individual choroidal explants per condition. **P <
0.01 vs control Ab-IgG, "P < 0.05 vs Ab-IgG + LMPs;

Figure 6. Summary of the signaling pathways altered by LMPs during the choroidal
neovascularization. LMPs, via the upregulation of PEDF and NGF in RPE, activate p75SNTR to
induce choroidal endothelial cells apoptosis and suppress choroidal neovascularization.

LMPs, human T-lymphocyte-derived microparticles; RPE, retinal pigment epithelium; PEDF,

pigment epithelium-derived factor; NGF, nerve growth factor; EC, endothelial cell
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Abstract:

Pathological choroidal neovascularization (CNV) is the common cause of vision loss in patients
with age-related macular degeneration (AMD). Macrophages possess potential angiogenic
function in CNV. We have demonstrated that human T lymphocyte-derived microparticles
(LMPs) exert a potent antiangiogenic effect in several pathological neovascularization models.
In this study, we investigated the alteration of proangiogenic properties of macrophages by
LMPs treatment in vitro and in vivo models. LMPs regulated the expression of several
angiogenesis-related factors in macrophages and consequently stimulated their antiangiogenic
effects evidenced by the suppression of the proliferation of human retinal endothelial cells in
co-culture experiments. The involvement of CD36 receptor in LMPs uptake by macrophages
was demonstrated by in vitro assays and by immunostaining of choroidal flat mounts. In
addition, ex vivo experiments showed that CD36 mediates the antiangiogenic effect of LMPs in
murine and human choroidal explants. Furthermore, intravitreal injection of LMPs in the mouse
model of laser-induced CNV significantly suppressed CNV in CD36 dependent manner. The
results of this study suggested an ability of LMPs to alter the gene expression pattern of
angiogenesis-related factors in macrophages, which provide important information for a new
therapeutic approach for efficiently interfering with both vascular and extravascular components

of CNV.

Keywords: Angiogenesis, Choroidal neovascularization, CD36 receptor, macrophages, T
lymphocyte-derived microparticles (LMPs).
Classifications: Experimental, extracellular microvesicles; vascularization, macrophages

polarization; pathophysiology.
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Introduction:

Lymphocyte-derived microparticles (LMPs) are small membrane microvesicles released
from human T lymphocytes during apoptosis (Carpintero et al. 2010; Martin et al. 2004). We
have established that LMPs exert strong antiangiogenic effect in vivo on corneal
neovascularisation, tumor neovascularization (Yang et al. 2008; Yang et al. 2010), and limit
neovascularization during the vasoproliferative phase of ischemic retinopathy (Yang et al.
2012). Ex vivo, LMPs suppress microvessel sprouting in aortic ring (Yang et al. 2008) and
choroidal explants (Tahiri et al. 2013). These effects depended upon on the integrity of the
retinal pigment epithelium (RPE) and involved release of pigment epithelium-derived growth
factor (PEDF) and p75 neurotrophin receptor (p7SNTR) (Tahiri et al. 2013). However, the role
of LMPs in choroidal neovascularization (CNV) secondary to age-related macular degeneration
(AMD) remains unknown.

Age-related macular degeneration (AMD) is a major cause of legal blindness in older
patients of industrialized countries (Grassmann, Fauser, and Weber 2015). The neovascular
form of AMD is characterized by the formation of subretinal choroidal neovascularization, and
it critically depends on local production of vascular endothelial growth factor (VEGF). Anti-
VEGEF therapy is currently the new treatment used for treating CNV, but it is plagued by
unwanted side effects and/or insurmountable complications (Sene, Chin-Yee, and Apte 2015).
Therefore, there is an urgent need for identifying alternative approaches to treat CNV. Recent
studies have suggested that immune vascular interactions play an important role in regulating
angiogenesis (Nakao et al. 2005). In mouse models of AMD, macrophages and microglia
(tissue-resident macrophages), recruited to the subretinal space, play a crucial role in choroidal
blood vessel growth (Combadiere et al. 2007; Huang et al. 2013). Blocking VEGF signaling
inhibits the infiltration of macrophages and microglia in the murine laser-induced
photocoagulation model (Huang et al. 2013). Moreover, activation of the interferon-p3 signaling
pathway in retinal macrophages and microglia cells reduces the inflammation and limits the
development of CNV lesions (Luckoff et al. 2016). These data suggest that modulation of
macrophages and microglia activity may become an attractive therapeutic tool for the treatment
of neovascular AMD.

Recent studies have shown that macrophages comprise an extremely heterogeneous

lineage, displaying a combination of antiangiogenic and proangiogenic functions (Mantovani,
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Sica, and Locati 2005). In response to microenvironmental signals, macrophages may undergo
classical M1 activation (antiangiogenic) or, alternatively, M2 activation (proangiogenic) (Hume
2015). Macrophages express a panoply of cell surface receptors, including scavenger receptors
such as CD36 (Fadok et al. 1998), low-density lipoprotein receptors (LDLr) (Whitman et al.
2002), phosphatidylserine receptors and mannose receptors (Wilkinson and El Khoury 2012).
The expression of different scavenger receptors in polarized cells contributes to various
pathologies.

CD36 is a transmembrane receptor that mediates diverse physiological as well as
pathological processes, such as metabolism, angiogenesis and atherosclerosis (Febbraio, Hajjar,
and Silverstein 2001). Besides being expressed in macrophages, CD36 is also expressed on
many other mammalian cell types including microvascular endothelial, microglial and retinal
pigment epithelial cells (Cho 2012). We demonstrated previously that LMPs upregulate CD36
protein levels on endothelial cells (Yang et al. 2008). Given the important role of CD36 in
macrophages, we investigated whether LMPs modulate the angiogenic microenvironment by
altering macrophage phenotype, and whether CD36 is involved in the LMPs-induced

antiangiogenic effects.

Results

LMPs dose-dependently inhibit macrophage cell proliferation

We have previously reported that LMPs exert not only a strong inhibitory effect on proliferation
of' endothelial and cancer cells (Yang et al. 2008; Yang et al. 2015), but also have a pro-apoptotic
effect on certain types of cells (Qiu et al. 2014; Tahiri et al. 2013; Yang et al. 2015). Here we
observed that LMPs significantly reduced the proliferation of macrophages (RAW 264.7) in a
dose-dependent manner (Figure 1A). The FACS analysis further revealed that concentrations of
LMPs below 20pg/ml did not significantly induce macrophage cell death, although these LMPs
doses significantly suppressed cell growth (Figure 1B-C, P >0.05). Similar results were
generated by using pan caspase (FAM-VAD-FMK) fluorescent green probe for detecting active
caspases in the LMPs-treated macrophages (data not shown). Thus, we chose the concentration
of LMPs at 10pug/ml for the following in vitro studies. Similar effects of LMPs were observed

on bone marrow-derived macrophages (BMDM) from femurs of C57BL/6 mice and on human
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macrophages differentiated from HL60 cells (Supplementary Figures S1, S2). Thus, we chose

the concentration of LMPs at 10ug/ml for the following in vitro studies.

LMPs modulate polarization of macrophages

Macrophages have the ability to adapt to their microenvironment by undergoing phenotypic and
functional changes. They have been broadly characterized by their polarization state according
to the M1/M2 classification system (Martinez, Helming, and Gordon 2009). M1 macrophages
produce high levels of IL-12, whereas M2 macrophages produce high levels of IL-10. The ratio
of IL-12 to IL-10 production has been effectively used to distinguish M1 and M2 macrophages
(Martinez et al. 2008). To determine whether LMPs modulate the polarization of mice
macrophages (RAW264.7), we first quantified the mRNA levels of IL-10 and IL-12 in
macrophages after 24 hours of LMPs treatment. LMPs significantly increased the mRNA level
of IL-12 in macrophages; however, they had no effect on the expression of IL-10 (Figure 2A).
In order to confirm the effects of LMPs, we performed flow cytometric analysis to detect several
other specific markers for M1 or M2 macrophages. In addition to IL-12, CD80 and CD86 also
serve as biomarkers for M1 macrophages (Davis et al. 2013; Zhang, Choksi, et al. 2013) while
the mannose receptor C type 1 (CD206) and Arginase-1 (ARG) are commonly used as
biomarkers for M2 macrophages(Martinez, Helming, and Gordon 2009), as for IL-10. LMPs
treatment significantly increased the number of macrophages expressing IL-12, CD80, or CD86
while it reduced significantly the numbers of macrophages expressing CD206, or ARG (Figure
2B, 2C). Taken together, these data suggest that LMPs drive macrophages into M1 type.

LMPs regulate angiogenic factors expression in macrophages

Macrophages possess potential angiogenic functions. They are capable of releasing angiogenic
cytokines (e.g. VEGF) and are known to contribute to inflammatory neovascularization, tumor
angiogenesis and choroidal neovascularization (Barbera-Guillem et al. 2002; Oh et al. 1999;
Tsutsumi et al. 2003). To ascertain the LMPs-induced antiangiogenic activity of macrophages,
proliferation of human retinal endothelial cells (HREC) was assessed after cells were co-
cultured with macrophages or LMPs-pretreated macrophages. As shown in Figure 3A, the
proliferation rate of HREC was significantly decreased by LMPs-pretreated macrophages

(approximately by 65%), whereas macrophages alone had non-significant effects on endothelial
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cell proliferation. To answer whether LMPs directly modulate the expression of angiogenesis-
related factors in macrophages, we performed a gene expression analysis to define temporal
changes in a panel of angiogenesis-related factors in LMPs-treated macrophages (Supplemental
Table 1). LMPs downregulated the expression of proangiogenic factors such as VEGFa, insulin-
like growth factor (IGF), fibroblast growth factor (FGF) etc., but upregulated the expression of
brain specific angiogenesis inhibitor 1 (Bail), thrombospondin-1 (TSP-1), the antiangiogenic
factors (Figure 3B). We further performed the quantitative RT-PCR to confirm the expression
of key angiogenic factors (highly expressed) in the choroidal tissue (Dawson et al. 1999) . LMPs
significantly reduced the expression of VEGFa, FGF but increased pigment epithelium-derived
factor (PEDF) and TSP-1 expression (Figure 3C).

Blockade of CD36 decreases LMPs uptake by macrophages and abrogates the effect of
LMPs on gene expression in macrophages

We have shown that LMPs are taken up by endothelial and epithelial cells via receptor-mediated
endocytosis and phagocytosis, respectively (Yang et al. 2012; Qiu et al. 2014). Moreover, it is
known that the membrane scavenger receptor CD36 proteins are highly expressed on
macrophage membranes (Nakata et al. 1999). Here we observed that CD36 is co-localized with
LMPs when macrophages were incubated with Dil-LMPs (Figure 4A). Blockade of CD36 on
macrophages with anti-CD36 antibody significantly prevented LMPs uptake (Figure 4B),
suggesting that uptake of LMPs into macrophages largely depends on scavenger receptor CD36.
The inhibition of CD36 consequently abrogated the effect of LMPs on VEGFa and TSP-1
expression in macrophages (Figure 4C). Moreover, LMPs-treated macrophages exhibited strong
antiangiogenic effects in the choroidal explant experiments in which the neovascularization of
the RPE-free choroidal explants was decreased by 40%. This LMPs-provoked antiangiogenic
effect of macrophages was attenuated by the pre-treatment of CD36 —specific antibody (Figure
4D).

LMPs suppress laser-induced choroidal neovascularization (CNV) in vivo
We have demonstrated that LMPs exert a strong antiangiogenic effect on several in vivo
neovascularisation animal models (Yang et al. 2008; Yang et al. 2010; Yang et al. 2012). We

extended our investigation of the in vivo effect of LMPs using a laser-induced CNV mouse
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model. Following intravitreal injections of LMPs, we observed a significant decrease of the

choroidal neovascularization areas (Figure 5).

LMPs modulate angiogenesis-related gene expression in macrophages in vivo

Emerging data support that macrophages contribute to pathological neovascularization (Apte et
al. 2006; Huang et al. 2013; Jawad et al. 2013). To verify whether modulation of the angiogenic
activity of macrophages contributes to the LMPs-mediated reduction of CNV, we first
investigated the uptake of LMPs by macrophages in vivo (Figures 6A-B). Fluorescent confocal
microscopy revealed the presence of macrophages (IBA-1" cells) in the CNV areas (Lectin-
positive, in green), and LMPs co-localized with retinal macrophages after intravitreal injections
of Dil-LMPs (in red) (Figure 6B). Immunofluorescence staining also shown the expression of
IL-10 and IL-12 in macrophages in the CNV areas, and LMPs induced expression of IL-12 in
macrophages (Figure 6C). To have a better understanding of the expression pattern of
angiogenesis-related factors involved in this process, laser capture microdissection was
performed to collect tissues in the CNV regions, the key factors were analyzed by quantitative
PCR. Consistent with in vitro studies, LMPs significantly induced expression of IL-12 and TSP-
1 but decreased the expression of VEGFa and IL-10 (Figure 6D).

Antiangiogenic effect of LMPs is attenuated in CD36 Knockout mice

Since CD36 has been proven to be involved in the uptake of LMPs by macrophages, and LMPs
are able to directly modulate macrophages gene expression, we surmised that the antiangiogenic
effects of LMPs on laser-induced CNV could be significantly abolished in the CD36-deficient
mice (CD367 mice). As expected, no significant differences were observed between the areas
of CNV of control CD36”" mice and LMPs-treated CD36”" mice (Figure 7, P >0.05). These
results suggested that LMPs-mediated attenuation of CNV is dependent on CD36 expression.
Therefore, it is most likely that both macrophages and endothelial cells play important roles in
the LMPs-induced antiangiogenic effects. Further studies would be required to investigate the

relative role of each cell type.
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Discussion

Macrophages are components of the immune system that play major roles in the pathological
angiogenesis of the retina and the choroidal tissue (Jawad et al. 2013). In the present study, we
report for the first time that lymphocytic microparticles are capable of altering the expression of
key angiogenesis-related factors in macrophages, and that the scavenger receptor CD36 plays a

crucial role in the mediation of these effects.

LMPs are membrane-derived vesicles derived from human apoptotic T cells (Yang et al. 2008).
We have demonstrated that LMPs can act as mediators of intercellular cross-talk and
consequently induce a variety of cellular responses, including inhibition of proliferation of
endothelial cells, and induction of apoptosis in airway epithelial and cancer cells (Qiu et al.
2014; Yang et al. 2012). Current study revealed that LMPs suppress cell proliferation of both
mouse and human macrophages in a dose-dependent manner, and have no pro-apoptotic effects
on these cells (Figure 1 and Supplemental Figures S1, S2). However, other studies indicate that
LMPs derived from apoptotic Jurkat cells (human T lymphocyte) can induce macrophages to
undergo apoptosis (Huber et al. 2007). These divergent effects of LMPs could be due to the

differences in their apoptotic stimuli, and/or in their parental cells.

Macrophages are immune cells with potential angiogenic functions. Emerging evidence
suggests that macrophages have the ability to undergo two different activation pathways,
classical and alternate ones, in response to different microenvironmental stimuli (Apte et al.
2006). Classically-activated pro-inflammatory macrophages possessing an antiangiogenic
phenotype are termed M1 macrophages (Apte et al. 2006). Conversely, macrophages displaying
a proangiogenic alternative phenotype are named M2 (Park and Barbul 2004). M2 macrophages
are capable of releasing angiogenic cytokines (e.g. VEGF, TNF-alpha, IL-10) and are known to
contribute to wound healing and tissue repair as well as to pathological neovascularization (Oh
et al. 1999; Tsutsumi et al. 2003). Several markers have been used to identify M1 and M2
macrophages, such as the ratio of IL-10 and IL-12, CD206, CD80, CD86, and ARG (Mantovani
et al. 2004; Stein et al. 1992; Davis et al. 2013; Zhang, Choksi, et al. 2013). LMPs treatment
promoted differentiation of macrophages into M1 phenotype, evidenced by the increased

expression of IL-12, CD80, CD86 and decreased expression of CD206 and ARG in LMPs-
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treated cells (Figure 2). Similar results were obtained in human primary macrophages following
a LMPs treatment (Supplemental Figures S3 and S4). Although the LMPs-treated macrophages
exhibit M1 phenotype, they do not express more TNF-alpha, a major inflammatory factor
(Supplemental Figure S5). Most interestingly, LMPs dramatically modulate the expression of a
panel of angiogenesis-related factors in macrophages (Figure 3B). The expression of key
angiogenic factors such as proangiogenic factors, VEGFa and FGF, was decreased, while the
expression of antiangiogenic factors, pigment epithelium-derived factor (PEDF) and TSP-1 was
increased (Figure 3C). These changes of expression of angiogenesis-related factors in LMP-
treated macrophages had significant impact on endothelial cell proliferation as well as on CNV
of choroidal explants from mouse and human (Figure 4D and Supplemental Figure S6). Taken
together, these results suggested that LMPs have a strong effect on modulating the angiogenic
proprieties of macrophages. To investigate whether the antiangiogenic effect observed in this
study is LMPs specific, we repeated the experiments of cell viability assay, FACS analysis of
polarization of macrophages and ex vivo CNV assay using different controls such as endothelial
cell derived microparticles (EMPs), and human T lymphocytes (CEM T cells, the parent cells
of LMPs). These study revealed T lymphocytes have no effect on macrophages viability, and
EMPs have no significant effect on macrophages polarization (data not shown). Moreover,
opposite to the effect of LMPs, EMPs increased the retinal endothelial cell growth and exhibited
pro-angiogenic effects in the ex vivo choroidal angiogenesis assay (Supplemental Figure S7).
Nonetheless, without optimal control, we cannot exclude the possibility that microparticles
derived from other apoptotic cells may be able to modulate macrophage function and possess

antiangiogenic effects.

Previously, we have demonstrated that LMPs are taken up by target cells through receptor-
mediated endocytosis or phagocytosis (Yang et al. 2012; Qiu et al. 2013). The reason for
investigating CD36 involvement in mediating the effect of LMPs on macrophages is due to the
facts that CD36 is highly expressed in macrophages, and it plays an important role in
angiogenesis (Silverstein and Febbraio 2009). The following observations supported our
conclusion that CD36 does play a pivotal role in mediating the effects of LMPs: 1) CD36
colocalized with LMPs in macrophages (Figure 4A); 2) blockade of CD36 prevented LMPs
uptake by macrophages (Figure 4B); 3) inhibition of CD36 in macrophages altered the effect of
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LMPs on the expression of angiogenesis-related factors (Figure 4C); 4) blockade of CD36 in
macrophages also attenuated the inhibitory effect of LMPs in choroidal angiogenesis assays
(Figure 4D); 5) the antiangiogenic effect of LMPs was completely abolished in CD36 KO mice
(Figure 7). Nonetheless, CD36 is a multifunctional membrane receptor which can act as an
antiangiogenic or proangiogenic factor depending on the microenvironment and its ligands (Ren
etal. 2011; Febbraio, Hajjar, and Silverstein 2001; Dawson et al. 1997; Mwaikambo et al. 2008).
We reported previously that LMPs upregulated CD36 expression in immortalized human
microvascular endothelial cells, we also observed the upregulated expression of CD36 in LMPs-
treated RAW 264.7 (Supplemental Figure S8). Thus, CD36 may mediate downstream events

following LMPs ingestion and act as an antiangiogenic effector as well.

The mechanisms by which LMPs influence macrophage activity following their interaction with
CD36 on the surface of macrophages have not been well defined. Whereas based on published
reports(Silverstein et al. 2010; Rahaman et al. 2006; Chen et al. 2008; Kennedy et al. 2011) and
our observations, we surmised that there are two possible CD36-dependent signal transduction
pathways may proceed in macrophages. Firstly, CD36 function as traditional signal transduction
receptor initiating a signaling cascade conferred upon LMPs binding. This is because LMPs lose
their membrane asymmetry and express anionic phospholipids, such as phosphatidylserine on
their surface (Silverstein et al. 2010). Thus LMPs become the endogenous CD36 ligands. The
lipids of LMPs binding to CD36 mediates the activation of the C-Jun N-terminal kinase (JNKs).
The JNKs belong to the conserved and ubiquitous signaling network of mitogen-activated
protein kinases (MAPKs), and they are essential mediators of relevant pro-inflammatory
functions in macrophages and microglia (Waetzig et al. 2005). Particularly, JNK1 and JNK2
positively regulate IL-12 production in macrophages (Utsugi et al. 2010; Utsugi et al. 2009).
Relevantly, we observed that JNK1 expression was increased in LMPs-treated macrophages
(Supplemental Figure S8), which indicated a possibility that LMPs activate the CD36-dependent
MAP kinases JNKs and consequently induce IL-12 expression. Nonetheless, the function of
JNKs in LMPs-induced antiangiogenic effect in macrophages need be further verified.
Secondly, we contemplated that CD36 facilitates the internalization of bioactive components
from LMPs that participate in the initiation of a transcriptional program that includes

upregulation of its own gene as well as those of other critical genes involved in the function of
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macrophages. This is because we observed CD36 expression was significantly increased by
LMPs treatment (Supplemental Figure S8). Moreover, we recently analyzed the microRNAs
sequences in the LMPs, and found several abundant miRNAs possess potential regulatory
effects on macrophages activity according to the reported (Zhang, Zhang, et al. 2013; Freilich,
Woodbury, and Ikezu 2013; Cobos Jimenez et al. 2014). The precise role of these miRNAs in
LMPs remains to be determined. Taken together, in macrophages, LMPs might directly bind to
CD36 and activate its downstream signaling resulted in an increasing expression of IL-12, the
marker for M1 phenotype. Meanwhile, transfer the components of LMPs into macrophages
may be mediated by CD36, and these active components consequently regulate genes expression
including CD36, and the resulting cytokines production causes the antiangiogenic effect. In such
a way, LMPs modulated the angiogenic properties of macrophages which may related to the

suppression of CNV.

Neovascularization plays a key role in the pathophysiology of several diseases of the retina such
as retinopathy of prematurity (ROP), diabetic retinopathy and choroidal neovascularization
associated with age-related macular degeneration (AMD). LMPs possess strong antiangiogenic
effect through direct targeting of vascular endothelial cells, and this effect was confirmed in ex
vivo and in vivo ROP models (Yang et al. 2008; Yang et al. 2010; Yang et al. 2012). As
previously reported, LMPs had no significant anti-angiogenic effect on mouse RPE-free
choroidal angiogenesis (Figure 4C), and the lack of anti-angiogenic effect of LMPs was also
observed on human RPE-free choroidal explants (Supplemental Figure S6). The laser-induced
murine model of CNV is widely used to mimic wet AMD by compromising Bruch's membrane
to induce CNV formation in the subretinal region, allowing visualization and evaluation of the
morphologic changes of experimental CNV. It has been a valuable tool to study the diverse
components of complex CNV lesions (Campos et al. 2006). In line with the anti-angiogenic
effects of LMPs observed in other pathological angiogenesis-related models (Yang et al. 2008;
Tahiri et al. 2013; Yang et al. 2010; Yang et al. 2012), intravitreal injection of LMPs
significantly suppressed laser-induced CNV (Figure 5). In this model, LMPs uptake by
macrophages led to an increased IL-12 expression (Figure 6) suggesting that LMPs are capable
of reprograming macrophage functions in vivo. In addition, LMPs-induced expression changes

of key angiogenic factors in the CNV areas may contribute to the overall CNV suppression.
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In conclusion, LMPs promoted macrophages polarization toward antiangiogenic phenotype, and
the resulting antiangiogenic activity of macrophages was confirmed on both murine and human
choroidal explants as well as in vivo CNV murine model. Moreover, CD36 played a critical role
in mediating the effect of LMPs on macrophages. This study highlighted the ability of LMPs to
alter the gene expression pattern of angiogenesis-related factors in macrophages, and provided
important information for a new therapeutic approach to efficiently interfere with both vascular

and extravascular components of CNV.

Methods

LMPs production

Human CEM T cells were purchased from American Type Culture Collection (ATCC) and
grown in X-VIVO medium (Cambrex). LMPs were generated as described previously (Yang et
al. 2008). Briefly, CEM T cells were treated with 0.5 pg/ml actinomycin D (Sigma-Aldrich) for
24 hours. A supernatant was obtained by centrifugation at 750 g for 15 min, then 1500 g for 5
min to remove cells and large debris. LMPs from the supernatant were washed after 3
centrifugation steps (50 min at 12,000 g) and recovered in PBS. Washing medium from the last
supernatant was used as a control (CTL) unless otherwise noted. Up to now, there is no proper
control for microparticles due to their heterogeneous components and unclarified
pathophysiological roles. However, this last washing medium ensures that the effects seen are
due to LMPs and not due to any soluble factor present in the preparation, which has been widely
used as the control vehicle for each individual microparticle according to the published
literatures (Benameur, Soleti, et al. 2010; Martin et al. 2004; Vasina et al. 2011). LMPs were
characterized with annexin V (BD bioscience) staining by fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis. The concentrations of LMPs were determined using the Bio-Rad protein
assay. A lipophilic fluorescent stain Dil (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate) was added to CEM T cells 24h before actinomycin
D treatment. The process generated fluorescent Dil-labelled LMPs (Dil-LMPs).

Cell culture

RAW 264.7 macrophages (murine cell line) were purchased from ATCC, and cultured in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco, Life Technologies), supplemented with 10% FBS
(Gibco, Life Technologies) and 1% penicillin/streptomycin.
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Proliferation and apoptosis assays

Macrophages (RAW 264.7) were incubated for 24h with indicated concentrations of LMPs, then
cell proliferation was evaluated by [*H]-thymidine incorporation assay. In co-culture
experiments, human retinal epithelial cells (HREC) were seeded in the lower compartment of
the Transwell unit (0.4um pore, Mississauga, ON) and macrophages or LMPs-pretreated
macrophages (24 h pre-treatment of LMPs) were placed on the Transwell inserts. After 24 hours
of co-incubation, HREC were assayed for proliferation rate. The relative cell proliferation rate
is presented at a percentage of control (set as 100%). For apoptosis assay, the RAW 264.7 cells
at approximately 60% confluence were treated with 10 or 20 pg/ml of LMPs for 24 hours
followed by staining with reagents from a Vybrant apoptosis assay kit (Molecular Probes,
Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s protocol. Apoptosis was determined
by flow cytometry using FacsCalibur (BD Biosciences) and expressed as apoptotic rate (the
percentage of apoptotic cells over the total number of cells). We observed that LMPs at 10 pg/ml
concentration has no effect on macrophages viability, and used this LMPs dose in the subsequent
in vitro studies.

Quantitative RT-PCR and PCR array

Total RNA was extracted from RAW 264.7 cells and choroidal tissues using an RNA extraction
kit (Qiagen, Mississauga, ON). DNase-treated RNA was then converted into cDNA using M-
MLV reverse transcriptase (Invitrogen). Quantitative analysis of gene expression was performed
on a Stratagene Mx3000p sequence detection system with SYBR Green Master Mix Kit
(BioRad). Each sample was analyzed in triplicate and threshold cycle numbers were averaged.
Gene expression was normalized to 18S, and the percentage of change was calculated according
to a previously described formula (Buckhaults et al. 2001). PCR primers were synthesized by
Alpha DNA (Montreal, Quebec, Canada) based on the following sequences: I1L-10, forward 5°-
TGGCCACACTTGAGAGCTGC-3’, reverse 5’-TTCAGGGATGAAGCGGCTGG-3’; IL-12,
forward 5'-CAACATCAAGAGCAGTAGCAG-3', reverse 5'-
TACTCCCAGCTGACCTCCAC-3'"; VEGFa, forward 5'-TGCAGGCTGCTGTAACGATG-3’,
reverse 5'- GAACAAGGCTCACAGTG

ATTTTCT-3'; PEDF, forward 5-TCGAAAGCAGCCCTGTGTT-3', reverse 5'-
AATCACCCGACTTCAGCAAGA-3'; FGF forward 5'-CAACCGGTACCTTGCTATGA-3',
reverse 5' -TCCGTGACCGGTAAGTATTG-3', TSP-1, forward 5’-
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AACAAAGGACCTCCAAGCTATCTG-3’, reverse 5’-GGGAGGCCGCTTCAGC-3’; 18S
rRNA, forward 5’-CCTGCGGCTTTAAATTT GACTCA-3’, reverse 5’-
GCTATCAATCTGTCAATCCTGTC-3".

For the SABioscience Mouse Angiogenesis array (PAMM-024), total RNAs from cells
were isolated according to manufacturer’s instructions by using RNeasy Microarray Tissue Mini
Kit (SABioscience, Qiagen). 1 pg of RNA was used for RT-PCR array which was carried out
on Stratagene model Mx3000p with SYBR Green (SABiosciences). The data was analyzed
using the RT2 Profiler PCR array data analysis software (SABiosciences).

Flow cytometry analysis

For intracellular staining of IL-10, IL-12, and Arginase-1 (ARG), cells were treated with
Brefeldin A and permeabilized using the Fixation & Permeabilization kit (eBioscience)
according to the recommended protocols. The treated cells were then incubated with following
first antibodies against mouse IL-10-APC (JES5-16E3), IL-12-PE (C17.8, eBioscience),
Arginase-1 (PA5-22009; Fisher Scientific) respectively, followed by staining with secondary
antibody goat anti-rabbit I[gG-FITC (Santa Cruz). For extracellular staining of the macrophage
receptors, cells were incubated with the following antibodies: anti-mouse CD206-APC
(C068C2, Biolegend), CD86-PE (GL1), CD80-PE (16-10A1, eBioscience) for 30 min on ice
and washed three times with PBS containing 0.05% bovine serum albumin. Cells were re-
suspended in 2% paraformaldehyde and then subjected to flow cytometry analysis using
FacsCalibur (BD Biosciences).

Detection of CD36 expression and macrophage uptake of LMPs

RAW 264.7 were seeded onto coverslip in 12 well plates. Next day, cells were incubated with
10 pg/ml Dil-LMPs for 4h. After LMPs treatment, macrophages were fixed and nuclei were
stained with DAPI (1:5000; Invitrogen). The expression of CD36 was detected with anti-CD36-
FITC (1:100, Serotec, Oxford, UK). Images were taken using a laser scanning confocal
microscope (Zeiss LSM 510). To investigate whether CD36 is involved in the uptake of LMPs,
macrophages were seeded into 96-well plates, and pretreated with anti-CD36 antibodies (15
ng/mL) to block CD36 receptors (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) or with isotype-matched
control antibodies (Sigma) for 3 hours followed by 4 hours Dil-LMPs incubation. The Dil
fluorescence intensity was measured using spectrofluorometer and presented as mean

fluorescence intensity (MFI).
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Animals

C57BL/6J and CD36 knockout mice (CD36 KO) were purchased from the Jackson Laboratory
(Bar Harbor, Maine, USA). For the CNV model, mice were anesthetized using intraperitoneal
administration of ketamine hydrochloride/xylazine. Their pupils were dilated with 1%
tropicamide. A coverslip was placed over the cornea, and Argon laser photocoagulation
(400mW 0.05s) was performed to rupture Bruch’s membrane at four locations in each eye (Tobe
et al. 1998; Seo et al. 1999). Mice were randomly grouped to receive intravitreal injections on
day 1 and day 7 with the last wash-treated from LMPs (control group), LMPs (50 pg) (treatment
group) or Dil-LMPs (50 pg). The 50pg of LMPs is the optimal dose seen in our previous in vivo
and ex vivo experiments. Mice were sacrificed 14 days after the laser photocoagulation, and the
eyes were rapidly enucleated. The choroids were prepared for immunofluorescence and RT-
PCR analysis. All procedures in this study were approved by the Maisonneuve-Rosemont
Hospital Animal Welfare Committee, and are in accordance with the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institutes of Health.

Preparation of retinal pigment epithelium (RPE)-free choroidal explants

The RPE-removed choroidal explants were prepared according to a previously described
procedure (Tahiri et al. 2013). Mice eyes were dissected in a Petri dish containing 1X Hank’s
balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen). The blood vessels, connective and fatty tissues were
removed from the exterior of the eyeballs. The eyes were then incubated at 37°C for 45 min
with 2% dispase II (neutral protease; Roche) in HBSS. After removing the anterior segment,
retina and sclera, the RPE layer was peeled off from the choroid with fine forceps. The choroid
without RPE was sliced into 1~2-mm sections and placed in growth factor-reduced basement
membrane matrix. The effectiveness of the RPE removal was histologically evaluated (Tahiri et
al. 2013).

Treatment of choroidal explants and measurement of neovascularization

Choroidal explants were cultured at 37°C in 5% CO: for 4 days. The culture medium was
changed on day 5 and explants were incubated with saline, 50pg/mL of LMPs or co-cultured
with LMPs-pretreated macrophages, CD36 antibody pre-treated macrophages, or CD36 pre-
treated+ LMPs treated macrophages in a Transwell for 48 hours. For the pre-treatments,

macrophages were pre-incubated with CD36 specific antibody 45 pg/mL for 3 hours, or/and 24
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hours of LMPs treatment. Photographs of individual explants were taken before and after the
treatment using an Axiovert 200M inverted microscope (Zeiss). The neovessel areas were
determined using Image-Pro Plus software.

Immunohistochemistry staining of choroidal flat-mounts

The choroidal flat-mounts were prepared as described previously (Omri et al. 2011). In brief,
the eyes of mice that received an intravitreal injection of control vesicles, LMPs, or Dil-LMPs
(n>3 for each group) were enucleated and fixed in 4% PFA. After the cornea, lens and retina
were removed, the choroid-sclera was permeabilized in 1.0% Triton X-100 and blocked in 10%
normal goat serum. A first antibody against the ionized calcium-binding adapter molecule 1
(Ibal) (1:500; Wako Chemicals, USA) and second antibodies the Alexa-448 -conjugated goat
anti-rabbit or Alexa-594 conjugated goat anti-rabbit (1:1000; Invitrogen) were used to
specifically identify macrophages. FITC-conjugated lectin was used to stain endothelial cells
(1:100; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); Rhodamine Phalloidin (R415; 1:400; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) was used for RPE cells. Antibody against mouse IL-10-APC
(1:1000) and against mouse IL-12-PE clone (1:1000) were used to detect IL-10 and IL-12,
respectively. Cell nuclei were stained with DAPI (1:5000; Invitrogen). Labeled flat-mounts
were examined with a laser scanning confocal microscope (Zeiss LSM 510).

Laser-capture microdissection

The mice eyes were snap frozen in optimal cutting temperature compound (OCT, Fisher).
Sections of 16pum were dissected with a Zeiss Observer microscope equipped with Palm
MicroBeam device for laser-capture microdissection. Total RNAs were extracted from these
dissected tissues as described (Chabrat, Doucet-Beaupre, and Levesque 2015).

Statistical analysis

All experiments were performed in duplicate or triplicate and repeated independently at least 3
times. Values are presented as means + SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA
followed by post-hoc Bonferroni tests for comparison of means. Statistical significance was set

at P <0.05.
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Legends

Figure 1. LMPs dose-dependent inhibition of macrophage proliferation. (A) Indicated
concentrations of LMPs were incubated with macrophages (RAW 264.7) for 24 hours. The
proliferation of macrophages was determined using *H-thymidine incorporation and values were
presented as a percentage of control (CTL). ***P < 0.001 vs. CTL. (B) Representative results
of flow cytometry analysis of macrophage cell apoptosis after 24-hours of treatment with
indicated concentrations of LMPs, or staurosporine (positive control). FACS analysis was
performed after macrophages were stained with Annexin-FITC and propidium iodide using
Vybrant Apoptosis assay kit. Note that the staurosporin-treated cells undergo apoptosis and
become PI+/Annexin V+ in the later stages of apoptosis. No difference is observed in LMPs-
treated and control macrophages for Annexin V staining. (C) The apoptosis rates were presented
as the percentage of apoptotic cells relative to the total number of cells. Values are means +
SEM. *P < 0.05 vs. CTL. Mac and Stauro indicate macrophages and staurosporin, respectively.
Figure 2. LMPs altered the expression of M1 and M2 markers of macrophages. (A) The
mRNA expression levels of IL-10 and IL-12 were quantified by quantitative RT-PCR after
macrophages (RAW 264.7) were treated with 10pug/mL of LMPs for 24 hours. The values were
presented as fold changes relative to the control group (CTL) set as 1. **P < 0.01 vs. CTL (B)
Representative FACS analysis of the expression of IL-10, IL-12, CD80, CD86, ARG, and
CD206 in macrophages after 24-hour treatment with 10pg/mL of LMPs. (C) The numbers of
cells expressing IL-10, IL-12, CD80, CD86, ARG, or CD206 were calculated respectively and
presented as a percentage of CTL (set as 100%). ***P < 0.001, **P <0.01, *P < 0.05 vs. CTL.
Figure 3. LMPs modulated angiogenesis-related factor expression in macrophages. (A)
Cell proliferation of human retinal microvascular endothelial cells (HREC) was assessed after
cells were co-cultured for 24 hours with LMPs, control medium (CTL), macrophages (RAW
264.7 pre-treated with the control medium, Mac), or LMPs pre-treated macrophages
(Mac+LMPs). The relative proliferation rates of HREC were presented as a percentage of CTL.
*P<0.05, **P <0.01 vs. CTL. (B) The mRNA levels of a panel of angiogenesis-related factors
in macrophages (RAW 264.7) were evaluated by using a commercial PCR array after treatment
with LMPs (10pg/mL) for 24 hours. The relative mRNA level of each factor was calculated and
expressed as fold change compared to control (CTL). (C) The gene expression of VEGFa, FGF,
PEDF and TSP-1 in LMPs-treated macrophages was quantified by real-time PCR. The relative
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mRNA levels are presented as fold change relative to control macrophages (CTL). *P < 0.05,
**P <0.01 vs. CTL.

Figure 4. CD36 was involved in the uptake of LMPs by macrophages and mediated the
effect of LMPs. (A) Representative images of immunohistochemistry staining of CD36 (in
green) and localization of LMPs in macrophages (RAW 264.7) after 4 hours of incubation with
Dil-LMPs (in red). Bar: 25 pm. The merged images on the right indicate the co-localization of
CD36 and LMPs. (B) After a 4h incubation of Dil-LMPs (10pg/ml) with macrophages (control),
the isotype-matched control antibody pre-treated (IgA) macrophages, or anti-CD36 antibody
pre-treated macrophages, the uptake of Dil-LMPs was measured and expressed as percentage
of control (CTL, set as 100%). **P < 0.01 anti-CD36 vs. CTL. (C) RAW 264.7 were pre-treated
with control antibody (IgA) or anti-CD36 before 24 hours LMPs treatment. The mRNA levels
of VEGFa and TSP-1 in the macrophages were determined by quantitative PCR. *P < 0.05, ##p
<0.001 vs. LMPs+IgA. (D) The RPE-free choroidal explants were cultured for developing new
vessels in the first 5 days, and then explants were incubated for another 48 hours with 50pug/mL
of LMPs, macrophages RAW 264.7(Mac), LMPs-treated Mac, anti-CD36 pre-treated Mac or
anti-CD36 pre-treated + LMPs-treated Mac. The neovascularized areas in each condition were
measured and presented as a percentage of control (explants without any treatment set as 100%).
*¥*%P <(0.001 vs. CTL.

Figure S. LMPs suppressed laser-induced CNV in vivo. (A) Representative images of laser-
induced CNV on choroidal flat-mounts 7 days after the second intravitreal injection of 50pug/mL
of LMPs. The choroidal flat-mounts were stained with FITC-lectin (marker of endothelial cells,
green) and Phalloidin (red). CTL represent the control mice that received intravitreal injections
of the control medium. (B) CNV areas were quantified using computer-assisted semi-
quantitative assay and normalized to control. Bar: 50 um, *P < 0.05 vs. CTL. Values are means
+ SEM from 10 eyes (each eye contains 3 impact laser-induced CNV) for each condition.
Figure 6. LMPs modulated gene expression in macrophages in vivo. (A, B) Representative
images of LMPs uptake by macrophages in vivo. Immunofluorescence staining of mouse
choroidal flat-mounts 7 days after the second intravitreal injections of Dil-LMPs (red) in laser-
induced CNV model. The vessels were stained with FITC-lectin (green) and macrophage with
IBA-1 in grey. Bar: 50 um in A and 25 pm in B. (C) Representative images of expression of
IL-12 (green) and IL-10 (red) in macrophages in CNV areas after LMPs treatments. Bar: 15 pm.
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CTL represent the control mice received intravitreal injections of control medium. (D) Relative
mRNA expression level of IL-10, IL-12, VEGFa and TSP-1 in CNV areas. Tissues from the
CNV areas were collected by laser-capture microdissection. The mRNA levels of the genes of
interest were quantified by quantitative RT-PCR. The values were presented as mean fold
changes relative to the control (CTL) values (set as 1). *P <0.05, ***P <(0.001 vs. CTL.

Figure 7. The antiangiogenic effect of LMPs was attenuated in CD36 knockout mice. (A)
Representative images of choroidal flat-mounts of laser-induced CNV in CD36" mice. The
images were taken 7 days after the second LMPs intravitreal injection. Choroidal flat-mounts
were immunostained with FITC-lectin (green) and phalloidin (red). Bar: 50 um. (B) The CNV
areas were quantified with computer-assisted semi-quantitative assay. Values were presented as
percentage of control (set as 100%). Values are means + SEM of 6 eyes (each eye containing 3

impact laser-induced CNV) for each condition. P > 0.05 between the two groups.
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Ficure S1: LMPs dose-dependently mhibited cell prohiferation of hone marrow-derived
macrophages (BMDM). With the techniques support from Dr Jean-Frangois Calhier
(Tniversity of Montreal), we 1zolated the bone marrow-derived macrophages (BMDLD from
femurs of COTBL/G mice by standard stenle techniques. BMDM were matured for 7 days in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Wizent Inc., St-Bruno, Quechec, Canada) with 10% FBS
(isent Inc)), penicillinfstreptomycin (100 mgfml) (Wisent Inc), and 20% L92% cell-
conditioned medium as a source of macrophage-colony stirmulating factor

{A) Indicated concentrations of LIMPs: were incubated with BMWMDM for 24 hours The
proliferation of macrophages was determined using *H-thymidine incorporation and values
were presented as a percentage of contrel (CTL). *¥F = 0.05 we. CTL. (B) Eepresentative
results of flow cytometry analysis of BMDM cell apoptosis after 24-hour treatment with
indicated concentrations of LMPs, or staurospenne (positive control). FACS analysiz was
performed after macrophages were stained with Annexin-FITC and propidium 1odide using
Vybrant Apoptosis assay kit Mote that the staurosporin-treated cells undergo apoptosis and
become PI+HAnnexin V+ in the later stages of apoptosis. (C) The apoptosiz rates were
presented as the percentage of apoptotic cells relative to the total cell numbers Values are
means £ =D of 3 individual experiments. ***F < 0001 ws CTL. Mac and Staure indicate
macrophages (BMDRI) and staurosporin, respectively. CTL (control) means the cells treated
with the last wash from the LI Ps.
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Figure S3: LMPs altered the expression of IL-10, IL-12 i human macrophages.
With the techniques support from Dr. Al Ahmad (Sante-Tustine Hospatal, Unaversaty
of Montreal), we i1solated the human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
using centrifugation of blood over Ficoll-Hypague (Pharmacia, Montreal, QC) and
washed with the culture medium without FCS and antibiotics. Human monocytes were
1solated from PBMCs by negative selection using a Human Monocyte Ennchment it
(StemSep, Stem Cell Technology, Vancouver, BC), and then differentiated into
macrophages M2 in culture medium containing 10% FCS, 5% human AB serum, and
20ngim!l of recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(MW-CSF; BioSource, Camarillo, CA). The mEMNA expression levels of IL-10 and IL-12
were gquantified by quantitative RT-PCR  after macrophages were treated with 10pgfmL
of LMPs for 24 hours. The values were presented as fold change relative to the control
setas 1. **¥P < 0.01ws. CTL.
The sequences of PCR primers used in RT-PCR:
human IL-10: forward 5-GCCTAACATGCTTCGAGATC-3,

reverse 5 -TGATGTCTGGGTCTTGGTTC-3°;
human IL-12: forward 5'-GCCTACCCATTGAAGTCGTG-3,

reverse 3'-GGTTTGATGATGTCCC TCATG-3".
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Figure 54: LMPs altered the expression of Ml and M markers in human
macrophages. (A} Eepresentative FACS analysis of the expression of I1L-12, CDED, CTRE,
IL-10, and CD206 in human macrophages after 24-hour treatment of 10pgimL of L1d{Ps.
(BY The number of cells expressing of IL-12, CDE0, CDRA, IL-10 and CD206 were
calculated respectively and presented as a percentage of control (zet as 100%0). Values are
means + SEM of 3 individual experiments. ¥***F<0.001, **F<0.01 vs CTL.
Forintracellular staining of IL-10 and IL-12 cells, following specific antibodies were used:
human TL-10-PE ({clene, JTEZ3-907), mouse IL-12-Alexa Fluor 647 (SNET35)
(eBioszcience). For extracellular staining, macrophages were incubated with the followed
antibodies anti-mouse CD206-PE (c19.2) (Biclegend)mouse CDES PE (GL1), Mdouse
CDENAPC (2D 10) {(eBioscience).
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Figure 55: The expression of TNF-alpha i macrophages was not
significantly affected by LMPs treatment. The mEMNA expression level of
THF-alpha was cquantified by gquantitative ET-PCE after macrophages were
treated with 10pgiml of TLMPs for 24 h. Values were presented as fold changes

relative to control set az 1. F = 0.05 v, CTL.
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Figure S6: LMPs stmulated the antiangiogenic activity of humam
macrophages. In #x wwe angiogenesis assay, human EPE-free choroidal
explants were cultured for 48h with normal medium (control), 30pgiml. of
LLIPs, co-cultured with macrophages (Mac), or LM Pstreated Mac. The
necvessel areas were calculated and presented as percentage of control (set as

100%0). *7 =0.05 vz, CTL.
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Figure S8: LMPs increased the expression of JNE-1 and CD36 in
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Gene Fold
change
Akl 1.1
Ctgf 1,24
F2 1,22
Tgf1 0,83
Mmpld 0,70
Prk2 2,20
Tgfbrl 0,18
Celll 1,08
Efnb2 0,95
Figf 1,52
Kdr 0.90
Pdgfa 1,02
Thz1 0,73
Tnf 1,02

Gene

Ang
Cxcll
E3

Ik
MMmp2
Slprl
Thbs1
Ccl2
Egf
Flt1
Lectl
Pecam]
Tek
Tnfsf12

Fold

change

0,39
301
0,28
1,14
1,03
0,02
1,60
14,33
0,03
1,06
0,72
0,59
0,03
1,60

Gene

Angptl
Cxcl2
Fgf1l
16
Mmp9
Serpinel
Thbs2
Cdh3
Eng
Fnl
Lep
Pgf
Tgfa
Tymp

Fold | Gene

ichange|

1,90 Angpt2
4,689 Cxcl5
0,08 Fgf2
2.08 Itgav
0,56 Mos
0,09 Serpinfl
1,07 Tel
0,99 Coll8al
046 Epasl
0,87 Hgf
0,04 Mapkl4
0,21 Plau
0,11 Tgfbl
0,75 Vegfa

Fold

change

4,50
1,54
0,55
0,84
0,36
0,27
2,04
2,21
2,77
0,97
2,31
1,41
0,08
0,06

Gene

Anpep
Ednl
Fgf6
Ttgh3
Nrpl
Smad5
Timp1
Coldas
Ephb4
Hifla
Mdk
Pig
Tgfb2
WVegfb

Fold
change

0,38
3,34
0,27
0,07
0,14
0,18
1,08
1,42
0,11
0.97
0,92
0,36
0,38
0,77

Gene

Bail
Efnal
Fafr3
Jagl
Mrp2
Sphlkl
Tomp?2
Csf3
Erbb2
Ifng
Mmp14
Pfgsl
Tgfb3
Wegfc

Fold
change

1,60
0,91
0,65
1,68
0,31
0,35
0,26
4,89
1,34
1,42
2,12
0,03
2,08
0,08

Table S1: LMPs modulated the expression of angiogenesis-related genes in

macrophages. RAW 246.7 cells were treated with 10ug/mL of LMPs for 24 hours, total

RINAs were isolated and subjected to RT?PCR. Array analysis using a mouse angiogenesis

array (PANDM-024) kit from SAPBioscience. The values were presented as fold changes

relative to control genes set as 1.
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Discussion et perspectives

L'objectif général de ce travail a ét¢ d'étudier I’effet anti-angiogénique des microparticules
générées a partir des cellules lymphocytaires dans un modéle de néovascularisation
choroidienne (NVC).

Malgré de nombreux travaux, la pathogénie et les facteurs de risques de la NVC associés a la
dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA) restent mal connus. De nos jours, la prise en
charge des patients atteints de la DMLA repose essentiellement sur des stratégies anti-
angiogéniques visant a bloquer I’action du VEGF par des injections intra-vitréennes d’anticorps
anti-VEGF (Avastin, Lucentis) ou des ARN anti-sens/interférences (Macugen). Ces thérapies
ont démontré un effet bénéfique transitoire nécessitant des injections fréquentes provoquant des
risques de décollement de la rétine et des hémorragies. D'autre part, la production de VEGF est

nécessaire pour 'homéostasie de la choroide (Saint-Geniez, Maldonado, and D'Amore 2006).

Par le passé, 1’équipe du Dr Hardy a démontré la capacité des LMPs a inhiber in vitro la
prolifération des cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical humain (HUVEC) (Yang
et al. 2008). Par la suite, leur effet anti-angiogénique a été mis en évidence in vivo dans des
modeles expérimentaux de néovascularisation cornéenne (Yang et al. 2008), de rétinopathie de
prématuré (ROP) (Yang et al. 2012) et de cancer du poumon (Lewis lung carcinoma cells) (Yang
et al. 2010). Ces observations suggerent que 1’étude du potentiel anti-angiogénique des LMPs
pourrait offrir une nouvelle perspective thérapeutique dans le traitement de NVC justifiant ainsi

la pertinence scientifique, sociale et économique de cette recherche.
Etudier et comprendre l'effet anti-angiogénique des LMPs

Le premier objectif de ce travail €tait d’étudier les effets anti-angiogéniques des LMPs,
in vitro, sur des cellules endothéliales choroidiennes. L’absence de lignées cellulaires
commercialement disponibles au début de ce projet, associée a la difficulté d’isoler des cellules
endothéliales choroidiennes, nous a poussés a mettre au point un modele ex vivo d’explant
choroidien. A partir des yeux de rats, nous avons isolé le complexe EPR, choroide et sclére en

retirant mécaniquement le segment antérieur de 1’ceil et la rétine et nous avons retiré la
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monocouche épithéliale des explants (digestion enzymatique a la dispase). Nous avons ensuite
analysé spécifiquement la croissance de l'aire vasculaire choroidienne par immunofluorescence
avec un anticorps CD31, une glycoprotéine spécifique a 1’adhésion des cellules endothéliales.
Le traitement des explants avec les LMPs n’a montré aucun effet sur la prolifération des cellules
endothéliales choroidiennes (Article 1; Figure 2C). De fagon surprenante, nous avons constaté
que les LMPs n'agissaient pas directement sur les cellules endothéliales choroidiennes alors
qu'elles inhibaient la prolifération des cellules endothéliales des explants aortiques et des lignées
HREC et HUVEC. Par ailleurs, nos résultats ont montré que les LMPs diminuaient I’expression
du VEGF et du VEGFR-2 dans les lignées HREC et HUVEC alors qu’elles n’avaient pas d’effet
sur la choroide. Ces divergences ont souligné 1’existence d’une hétérogénéité entre le réseau
vasculaire choroidien et les autres types de cellules endothéliales. La différence de sensibilité
aux LMPs peut s’expliquer par un niveau d’expression différentiel des acteurs impliqués dans
la balance angiogénique. En effet, il a été décrit par Brylla et al., que les profils d’expression de
VEGF-R1 (Flt-1) et VEGF-R2 (Flk-1) variaient entre les microvaisseaux choroidiens et
rétiniens (Brylla et al. 2003). Leurs travaux ont démontré que le niveau basal de VEGF était
plus important dans les microvaisseaux choroidiens comparés aux microvaisseaux rétiniens,
suggérant une capacité de stimulation autocrine plus élevée dans la choroide pouvant balancer
I’effet anti-angiogénique des LMPs.

D’autres hypothéses peuvent étayer la différence d’effet des MPs sur les réseaux
vasculaires choroidiens et rétiniens. Les MPs pouvant fusionner avec la membrane de la cellule
cible, la fenestration de la choroide pourrait diminuer la surface d’interaction avec les LMPs.
Cette interaction pouvant se faire également via des récepteurs, ’hétérogénéité de ces récepteurs
exprimée par les 2 réseaux vasculaires pourrait aussi expliquer les différences d’action des
LMPs.

Si les cellules endothéliales de la choroide révelent qu’elles peuvent présenter des
spécificités les rendant insensibles aux LMPs, nos travaux antérieurs et la littérature démontrent
que I’action anti-angiogénique observée sur d’autres lignées endothéliales semble spécifique
aux MP lymphocytaires. En effet, en fonction du type cellulaire qui les produit, les
microparticules semblent avoir des effets opposés. De nombreux travaux ont montré que les
microparticules d'origines endothéliales avaient un effet pro-angiogénique en agissant sur la

matrice extracellulaire via I’activation des MMPs, sur la prolifération et la migration via la voie
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de signalisation AKT et I’augmentation de I'expression de NOS endothéliale (eNOS) (Deregibus
et al. 2007; Taraboletti et al. 2002; Benameur, Tual-Chalot, et al. 2010). Des effets similaires
ont été démontrés avec des microparticules d'origine plaquettaire sur des cellules endothéliales
HUVEC (Kim, Song, et al. 2004). Gemma Arderieu et al., ont montré un effet pro-angiogénique
des microparticules endothéliales dans un modele d’ischémie en augmentant la vascularisation
post-ischémique (Arderiu, Pena, and Badimon 2015). Ces travaux soutiennent que les
caractéristiques fonctionnelles des microparticules dépendent de I’origine des cellules qui les
produisent.

Les premiers résultats nous ont permis de mettre en évidence, pour la 1°° fois, 1’effet
des LMPs sur la vascularisation choroidienne qui est largement dépendant de ’EPR. Cela
suggere que I’induction des voies de signalisation requicre soit une fusion soit I’implication de

récepteurs sur les cellules endothéliales choroidiennes.

L'implication de I'EPR dans l'effet des LMPs

Bien que nous n’ayons pas observé d’effet anti-angiogénique sur la choroide, de fagon
intéressante nous avons constaté que lorsque I’EPR était présent sur les explants, les LMPs
inhibaient la prolifération des cellules choroidiennes (Article 1; Figure 2C). Nous avons ainsi
montré que I’effet anti-angiogénique des LMPs sur les explants choroidiens était médié par
I’EPR. L’EPR peut sécréter de nombreux facteurs tels que des facteurs anti-angiogéniques
(PEDF, TSP-1) (Farnoodian et al. 2015), des facteurs impliqués dans la prolifération des
progéniteurs rétiniens (VEGF, FGF et IGF-1) (Simo et al. 2006), ainsi que des facteurs
neurotrophiques (NGF, BDNF et CNTF) (Frade, Bovolenta, and Rodriguez-Tebar 1999). Nos
études sur les cultures primaires d’EPR de rat ont mis en évidence que les LMPs induisaient
I’augmentation de 1’expression du NGF. Or, ce facteur peut activer les voies de signalisation

apoptotique (Broadhead, Dass, and Choong 2009; Allington et al. 2001) (Article 1; Figure 3B).

L'effet des LMPs médié par le récepteur p75SNTR

Nous avons constaté également que les LMPs étaient capables d’induire

I’augmentation de 1’expression du P75NTR dans les explants choroidiens dépourvus d’EPR.
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Caporali et al., ont démontré qu’une surexpression du récepteur p75SNTR pouvait conduire a
I'inhibition de I'angiogenese (Caporali et al. 2008; Han et al. 2008). Le récepteur p7SNTR ne
posséde pas d'activité catalytique propre; sa signalisation se fait par le recrutement de différentes
protéines adaptatrices intracellulaires NRAGE qui participe a I’activation de la voie apoptotique
(Park et al. 2000; Salehi et al. 2000). Cette voie active I’apoptose mitochondriale par la libération
du cytochrome C qui active les caspases 9, 6 et 3 (Nykjaer, Willnow, and Petersen 2005; Salehi,
Xanthoudakis, and Barker 2002).

Dans nos expériences, nous avons mis en ¢évidence l'apoptose des cellules
endothéliales dans des explants choroidiens traités avec les LMPs par immunofluorescence avec
un anticorps anti-caspase 3 clivée (Article 1, Figure 5). Nos résultats sont en accords avec
différentes études démontrant que le p75SNTR est capable d’induire la mort des cellules
endothéliales (Kim, Li, et al. 2004; Salehi et al. 2000) .

Ce dernier résultat nous a permis de comprendre que bien que les LMPs n’aient pas
une action directe sur la choroide, elles augmentent leur sensibilit¢ aux facteurs pro-
apoptotiques. L’ensemble de nos résultats suggerent ainsi que 1’effet anti-angiogénique des
LMPs observé dans notre modele d’explant choroidien passe par une action apoptotique du NGF
et du PEDF, sécrétés par ’EPR, et agissant via le récepteur p7SNTR présent sur les cellules
endothéliales de la choroide. Des études ont montré que le pro-NGF, qui est le précurseur du
NGF, a une activité neurotrophique similaire au NGF mature. 1l se lie avec une forte affinité au
complexe protéique p75SNTR et a la sortiline afin d’induire 1’apoptose. Plusieurs études ont
montré I’implication du pro-NGF dans des conditions pathologiques entrainant la mort de
cellules neuronales, telles que les 1ésions de la moelle épiniere et la maladie d’Alzheimer
(Fahnestock et al. 2001; Chao and Bothwell 2002). L’utilisation d’inhibiteurs du pro-NGF a
montré une diminution de la mort neuronale. Nous avons constaté que les LMPs ne modulent
pas le pro-NGF que ce soit dans les cellules de I’EPR et I’endothélium choroidien. Il sera
pertinent d’étudier la modulation du pro-NGF dans les macrophages, autre type cellulaire
impliqué dans le développement de la DMLA.

Les conditions de stimulation des cellules qui produisent les MPs peuvent également
moduler leurs effets. En effet, il a été démontré que les MPs produites par des lymphocytes
traitées avec la staurospaurine ou I’etoposide, induisaient une augmentation de 1’activité de la

caspase 3 dans la lignée macrophagique RAW246.7 (Distler et al. 2005). En revanche, ces
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mémes MPs lymphocytaires stimulées avec 1I’actinomycine D n’induisaient pas d’apoptose chez
ces macrophages (Distler et al. 2005). Nos résultats ont démontré que nos LMPs obtenues apres
stimulation par 1’actinomycine D n’induisaient pas d’apoptose que ce soit dans des lignées de
RAW246.7 ou des cultures primaires BMDM confirmant ainsi ceux décrits dans la littérature
(Article 2; Figure 1B, S1).

Les MP endothéliales (EMP) peuvent également présenter des effets opposés
dépendamment de leur stimulation. Il a été¢ décrit que des EMP générées a partir d’une
stimulation au tétrabioptérine (THB4) induisaient une augmentation de 1'adhésion monocytaire
alors qu’un traitement au calcium n’avait pas d’effet sur cette adhésion (Huber et al. 2002). Ces
différents résultats démontrent que les effets des MPs varient également en fonction des

conditions de production.

NVC induite au laser : comment ’action des LMPs sur ’environnement inflammatoire

module ’angiogenése.

Apres avoir démontré 1’effet anti-angiogénique des LMPs ex-vivo sur des explants
choroidiens, nous avons étudi¢ et confirmé leur effet anti-angiogénique dans un modele in vivo
de NVC induite au laser. En effet, nous avons montré que les injections intravitréennes de LMPs
diminuaient la NVC induite au laser, confirmant nos résultats observés dans les précédents
modeles.

Contrairement aux études in vitro et ex vivo, le modéle de NVC induite au laser
s’accompagne d’une réponse inflammatoire qui se traduit par un relargage de cytokines pro-
inflammatoires par le tissu endommagé et un recrutement de cellules macrophagiques (Lopez
et al. 1991; Grossniklaus et al. 2002). Afin d’avoir une vision d’ensemble de ’action anti-
angiogénique des LMPs, nous avons étudi€ la capacité des LMPs a moduler 1’inflammation et
son impact sur 1'angiogenese dans un modele in vivo de NVC induite au laser (Article 2; Figure

5).
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Les LMPs modulent la polarisation des macrophages

L’infiltration des macrophages et des microglies dans I’espace sous rétinien est décrite
au cours du vieillissement, ainsi que dans 1’inflammation associée aux rétinopathies et aux NVC
pathologiques. Plusieurs études ont démontré le réle bénéfique des macrophages dans le modé¢le
de NVC (Ambati et al. 2003; Lobov et al. 2005; Apte et al. 2006). Les macrophages, en réponse
aux cytokines présentes dans leur environnement peuvent se polariser en macrophages de type
M1 avec une activité anti-angiogénique, ou de type M2 avec une action pro-angiogénique. Dans
ce contexte, nous nous sommes intéressés a étudier la capacité des LMPs a moduler la
polarisation des macrophages. Nous avons constaté que le traitement de différentes lignées
(RAW264,7, HL60) et cultures primaires (BMDM) de macrophages avec différentes doses de
LMPs ne diminuaient pas leur prolifération a faible dose et n’induisaient pas de mort cellulaire.

Nos résultats ont démontré que les LMPs induisaient une augmentation de I'expression
de marqueurs M1 tels que I’I1-12, CD80, CD86 et une diminution de I’expression de marqueurs
M2 tels que I’arginase-1 et le CD206 (Article 2; Figure 2). Ces résultats nous ont permis de
conclure que les LMPs polarisaient les macrophages en type M1. De fagon intéressante nous
avons constaté que le traitement des macrophages avec des EMPs n’induisait pas de changement
de polarisation, soulignant ainsi la spécificit¢ de nos LMPs dans le changement de polarité des
macrophages.

L’¢tude de D’effet polarisant des MPs a émergé ces dernieres années mais reste peu
documentée. Vasina et al., ont décrit pour la premicre fois que des MPs issues de plaquettes
apoptotiques induisaient la polarisation de monocytes en macrophages de type M2 (Vasina et
al. 2011). Les travaux de Ma et al., ont mis en évidence que des MPs d’origine tumorale
polarisaient les macrophages en type M2 (Ma et al. 2016). Nos travaux montrent pour la
premicre fois que des MPs issues de lymphocytes apoptotiques peuvent induire une polarisation
de type M1. Ces résultats suggérent que la composition des MPs, due au type cellulaire dont

elles proviennent, définissent 1’effet polarisant sur les macrophages.
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Les LMPs modifient ’action angiogénique des macrophages

Pour mieux définir comment les LMPs pouvaient moduler la NVC, nous avons étudié
la réponse angiogénique des macrophages apres stimulation par les LMPs.

Nos résultats ont montré une diminution de la prolifération des HREC et des cellules
endothéliales choroidiennes aprés une co-culture avec des macrophages prétraités avec les
LMPs. Afin d’identifier les facteurs impliqués dans la réponse anti-angiogénique des
macrophages, nous avons réalisé un criblage des génes angiogéniques a 1’aide d’un PCR array
(angiogenese RT2 profiler PCR array, Qiagen). Nous avons noté une diminution des facteurs
pro-angiogéniques, principalement le VEGFa, le FGF et I'IGF et une augmentation des facteurs
anti-angiogéniques tels que le PEDF et le TSP-1 (Article 2, Figure 3).

Nous avons ainsi mis en évidence que les LMPs pouvaient reprogrammer 1’expression
des geénes impliqués dans la balance angiogénique en faveur des geénes anti-angiogéniques. Il
est intéressant de noter que dans le modele de NVC induite au laser, nous avons montré par
qPCR une diminution du VEGF et une augmentation de TSP-1 (Article 2; Figure 6). Ces
résultats confirment également le fait que la polarisation des macrophages en M1 est associée

avec un effet anti-angiogénique.

L’interaction LMPs - CD36 controle la réponse angiogénique des macrophages

Les microparticules contiennent une panoplie de récepteurs et de protéines. Dans notre
recherche d’identification des récepteurs macrophagiques pouvant interagir avec les LMPs,
nous nous sommes intéressés au récepteur scavenger CD36. Plusieurs travaux ont démontré le
role du CD36 dans I’inflammation et I’angiogenése.

La neutralisation des récepteurs CD36 a la surface des macrophages avec des anticorps
anti-CD36 a diminué de moiti¢ la quantit¢ de LMPs taguées (fluorochrome) dans les
macrophages (Article 2; Figure 4B). Ces résultats ont démontré que les macrophages
internalisaient les LMPs de fagon dépendante du CD36. Nous avons montré par la suite que ces
macrophages préalablement incubés avec des anticorps anti-CD36 et stimulés par les LMPs,
n’exercaient plus d’effet anti-angiogénique sur la choroide. Nos résultats ont ainsi démontré que

I’effet anti-angiogénique des macrophages induit par les LMPs était dépendant du CD36.
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Nos résultats suggeérent que 1’internalisation des LMPs médiée par le CD36 favorise la libération
du contenu des MPs (ARN, ADN, proteines) dans le milieu intracellulaire des macrophages
activant notamment la reprogrammation des génes anti-angiogéniques.

L’activation des voies de signalisation dépendante du CD36 par les LMPs est également
envisageable. La variété de protéines membranaires présentes sur les MPs fait que 1’étude de
ces mécanismes d’action est complexe. La compréhension du mécanisme sous-jacent a 1’effet

anti-angiogénique du macrophage stimulé par les LMPs reste a ¢lucider.

Le défi de chaque thérapie est de cibler les cellules endommagées et de préserver celles
qui sont saines. Dans le cas des stratégies anti-VEGF, le VEGF ciblé est une molécule
primordiale assurant le maintien de la choroide et la survie des photorécepteurs. Le blocage de
cette voie de signalisation peut provoquer, a terme, des altérations du réseau vasculaire existant.
L’utilisation de la thérapie locale avec des LMPs pourrait étre pertinente dans le cas de la DMLA
humide, car leurs actions anti-prolifératives et pro-apototiques n’agissent que sur les cellules
prolifératives (cellules endothéliales) et n’ont pas d’effet sur les cellules quiescentes (cellule de
I’EPR) ou neuronales (RGC). L’action anti-angiogénique des LMPs peut également s’avérer
utile dans le traitement des cancers (Yang et al. 2014).

D’autre part, dans un contexte de développer une stratégie LMPs, il est intéressant de noter que
leur production industrielle est peu couteuse et nécessite qu’une prise de sang du patient pour
extraire ses lymphocytes. Apres les avoir fait proliférer en cultures et stimuler pour obtenir les
LMPs, ces derniers pourront étre injectés au patient. Une des limitations sera I’historique
médical du patient atteint de DMLA et s’assurer que celui-ci ne souffre pas d’autres maladies
pouvant affecter son systéme immunitaire. Cela ouvre la porte a un possible traitement

personnalisé.

Perspectives

Prochain intérét dans l’étude des mécanismes d’action des LMPs

Nous avons mis en évidence que les LMPs polarisaient les macrophages en M1 qui sont

décrits comme pro-inflammatoire. A long terme, avec un traitement prolongé des LMPs, cette
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inflammation induite par les LMPs pourrait étre déléteére pour le tissu, la rétine dans le cas de la
DMLA. Ce serait intéressant d’identifier et d’isoler les principes actifs responsables de 1’effet
anti-angiogéniques. On soupgonne que ce principe actif peut étre un micro ARN car tout
récemment notre laboratoire a étudié le contenu des LMPs et constaté une quantité abondante
de micro ARN. Dans la littérature, Philipp Diehl et al., ont présenté les MPs comme les
principaux transporteurs des micro ARN dans la circulation (Diehl et al. 2012). D’autres études
ont démontré que les micro ARN étaient capables de polariser les macrophages (Liu and
Abraham 2013). Ces différents travaux confortent notre intérét pour l’identification des
différents micro ARN présents dans les LMPs et leurs effets sur la polarisation et I’angiogenése.
Ce principe actif pourrait ensuite étre inclus dans un vecteur comme le liposome pour son
administration. Le liposome est une vésicule artificielle formée par des bicouches lipidiques
concentriques d’une forme sphérique, leur taille varient de 20 a 1000 nm?. On peut aussi
surexprimer a la membrane des liposomes des protéines présentes a la surface des LMPs comme
I’'IFITM1 (Interferon-induced transmembranel) qui joue un rdle primordial dans 1’effet anti-
prolifératif de I’interféron-gamma. Le design de ces liposomes permettrait de mimer 1’action
des microparticules en contrdlant les effets non désirés. En effet, on pourrait réduire le potentiel
inflammatoire en €éliminant les composés pro-inflammatoires exprimés par les LMPs tels que
des molécules d’adhésion ICAM-3 (intracellular adhesion molcule-3) et des molécules
impliquées dans la migration comme le NCF-3 (Neutrophil cytosolic factor 3) (Miguet et al.

2006).

L’implication d’autres origines de microparticules dans la NVC

Il est connu que suite a un stress, n’importe quelle cellule peut produire des microparticules. 11
serait intéressant d’étudier les microparticules d’origine de ’EPR et leur implication dans la
NVC. En effet, une étude in vivo a démontré une corrélation entre 1’augmentation de ces MPs
en réponse au stress oxydatif et une réduction de ’activité de métalloprotéinases matricielles,
I’épaississement de la membrane de Briich et I’augmentation du recrutement des macrophages

(Pons et al. 2010).
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Conclusion

Les données présentées dans cette thése démontrent l'effet anti-angiogénique des LMPs
dans un modele de NVC. Ce travail a mis en évidence différents mécanismes par lesquels les
LMPs peuvent controler la NVC. Parmi ceux-la, nous avons montré que les LMPs induisaient
I’activation de la voie NGF/P75NTR et I’augmentation de 1’expression du facteur anti-
angiogénique PEDF dans le complexe EPR/choroide. Nous avons également montré que
I’internalisation des LMPs via le CD36 agissait sur la polarisation des macrophages en les
orientant vers un profil anti-angiogénique.

Les traitements actuels visent principalement a ralentir et non a empécher la formation
des nouveaux vaisseaux. A date les traitements les plus efficaces visent a bloquer
spécifiquement I’action du VEGF. De fagon intéressante, nous avons démontré que I’action anti-
angiogénique des LMPs était indépendante du VEGF. Nos résultats nous permettent de penser
qu’une stratégie anti-angiogénique utilisant des LMPs pourrait étre utilisée en complément ou
non des stratégies anti-VEGF existantes. Ce potentiel €lément thérapeutique pourrait ainsi

diminuer l'intervale des injections et augmenter l'efficacité du traitement a long terme.
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