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Résumé

L’athérosclérose est caractérisée par 1’accumulation de cholestérol dans la paroi des artéres de
gros et de moyens calibres, et est associée a une réponse immunitaire inadéquate dans laquelle
I’activation et I’apoptose cellulaire jouent un réle de premier plan. Ces activités cellulaires
peuvent entrainer la formation de particules submicroniques appelées vésicules extracellulaires
(VEs) qui ont des effets variables sur I’endothélium sanguin et 1’évolution subséquente de la
plaque. Nous avons démontré que le cholestérol présent dans la 1ésion athérosclérotique est
drainé préférentiellement par les vaisseaux lymphatiques situés dans 1’adventice de la paroi
artérielle. Comme nous avons également démontré la présence de VEs d’origines hétérogenes
dans la lymphe, nous émettons I’hypothése que 1I’accumulation massive de VEs dans la paroi
artérielle pourrait étre a la fois une cause et une conséquence du faible drainage par le systeme
lymphatique. Nous avons d’abord investigué les effets des VEs dérivées de globules rouges et
de plaquettes sur I’intégrité des cellules endothéliales lymphatiques (/ymphatic endothelial cells,
LECs). Les LECs ont été traitées avec des concentrations physiologiques de VEs dérivées de
globules rouges ou de plaquettes, et leur adhésion et internalisation aux LECs a été évaluée par
immunofluorescence et cytométrie en flux. Les effets sur la prolifération des LECs, leur capacité
de migration, leur production d’espéces réactives d’oxygene (ROS, reactive oxygen species), la
mort cellulaire et la perméabilité ont été évaluées. Les deux types de VEs adhérent aux LECs in
vitro. Les VEs dérivées de globules rouges causent 1’augmentation de la production de ROS et
la diminution de I’activation de la caspase 3 et de la perméabilité chez les LECs, quant aux VEs
dérivées de plaquettes, elles provoquent la diminution de la prolifération, de la production de
ROS et de I’activation de la caspase 3 chez les LECs. Nos résultats suggerent que des
concentrations physiologiques de VEs dérivées de plaquettes pourraient contribuer au maintien
de I’intégrité¢ des LECs, alors que I’accumulation de VEs dérivées de globules rouges pourrait
étre néfaste. Finalement, ce projet est certes instigateur d’une meilleure compréhension du role

des VEs dans la modulation de fonction lymphatique associé¢e aux maladies cardiovasculaires.
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Abstract

Atherosclerosis is characterized by the accumulation of cholesterol in the wall of large- and
medium-sized arteries, and is associated with an inadequate immune response in which cellular
activation and apoptosis play a major role. These cellular activities can lead to the formation of
submicron particles, called extracellular vesicles (EVs), that have variable effects on the blood
endothelium and the subsequent plaque evolution. We have shown that cholesterol
preferentially travels through the lymphatic vessels located in the adventitia of the arterial wall
in order to leave the atherosclerotic lesion. As we have also demonstrated the presence of EVs
derived from different cell types in the lymph, we hypothesize that the massive accumulation of
EVs in the arterial wall could be both a cause and a consequence of the poor clearance by the
lymphatic system. We thus investigated the effects of red blood cell- and platelet-derived EVs
on the integrity of lymphatic endothelial cells (LECs). LECs were treated with physiological
concentrations of EVs derived from red blood cells and/or platelets, and their adhesion and
internalization to LECs was assessed by immunofluorescence and flow cytometry. The effects
of EVs on LECs’ proliferation, migration capacity, production of reactive oxygen species
(ROS), cell death and permeability were also evaluated. Both EV types adhered and were
internalised by LECs in vitro. Red blood cell-derived EVs increased ROS production, and
decreased caspase 3 activation and permeability in LECs, whereas platelet-derived EVs
decreased proliferation, ROS production and the activation of caspase 3 in LECs. Our results
suggest that platelet-derived EVs are involved in the maintenance of LECs integrity, whereas
EVs derived from red blood cells could, in the long term, be harmful. Finally, we believe that
this project is a great premise for a better understanding of the role of EVs in lymphatic function

modulation in cardiovascular diseases.
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Chapitre 1 : Introduction



1 Introduction

1.1 L’athérosclérose
L’athérosclérose est la principale cause de mortalité dans les pays développés et celle de

la plupart des maladies cardiovasculaires dans le monde!. Parmi ses complications, on dénote la
maladie coronarienne, les accidents vasculaires cérébraux, les anévrismes et la maladie artérielle
périphérique'2. L’athérosclérose est une condition inflammatoire chronique qui s’exacerbe a
travers le temps et qui mene au rétrécissement de la lumicre des arteres de gros et de moyen
calibre®. L’infiltration de cholestérol dans la paroi artérielle méne a la formation progressive
d’une plaque athérosclérotique pouvant se rupturer et occasionner une thrombose locale, menant
a I’occlusion partielle ou totale de I’artére!. Le détachement du thrombus et son entrée dans la
circulation peut entrainer I’occlusion totale de plus petits vaisseaux et engendrer une hypoxie
locale par embolie*. La formation de lésions athérosclérotiques peut se produire dans plusieurs
lits vasculaires a la fois!. L’athérosclérose peut s’avérer silencieuse et ne pas provoquer de
manifestation clinique pendant plusieurs années'. Malgré la diminution des taux de mortalité
reliés aux maladies cardiovasculaires depuis une cinquantaine d’années dans les pays
industrialisés dii a la prévention et a ’avancée des traitements, la maladie coronarienne demeure

la cause principale de mort prématurée chez les adultes a travers le monde!.

1.1.1 Pathogenése de I’athérosclérose
Plusieurs facteurs de risques pouvant contribuer a I’avancement de 1’athérosclérose ont

été établis, notamment 1’age, le genre, I’hypertension, le diabéte, 1’obésité, la dyslipidémie, le
tabagisme ainsi que I’historique familial de maladies cardiovasculaires®’. Ces différents
facteurs peuvent mener a ’apparition d’une Iésion athérosclérotique, qui est initiée par une
dysfonction endothéliale dans les régions des artéres propices au développement de
’athérosclérose caractérisées par le passage d’un flux sanguin turbulent’®. Cette dysfonction
endothéliale est caractérisée par un débalancement dans la synthése ou 1’activité de I’oxyde
nitrique (NO), responsable de plusieurs effets vasoprotecteurs des cellules endothéliales
sanguines, tels que la dilatation des artérioles en réponse a sa relache par les cellules

endothéliales, la diminution du stress oxydatif, 1’inhibition de 1’adhésion et de 1’agrégation



plaquettaire, ainsi que de I’adhésion et la diapédése des leucocytes’. La diminution de la
biodisponibilité du NO vient alors altérer la balance entre la vasoconstriction et la vasodilatation
des vaisseaux sanguins, et causer une augmentation du stress oxydatif et de la perméabilité
endothéliale menant a Dinfiltration et 1’accumulation de transporteur de cholestérol dans

I’espace sous-endothélial, soit dans I’intima de ces vaisseaux?’.

Les lipoprotéines de faible densité (LDL) sont les principaux transporteurs de cholestérol
retrouvés dans la Iésion athérosclérotique, et sont constituées de cholestérol estérifié et de
triglycérides entourés de cholestérol libre, de phospholipides et d’apolipoprotéines B100
(ApoB100), dont la liaison avec les protéoglycans de la matrice extracellulaire cause leur
rétention dans I’espace sous endothélial'®. L’activité enzymatique des myéloperoxidases et des
lipoxygénases, ainsi que le stress oxydatif local médié par les espéces réactives d’oxygene
(ROS), causent I’oxydation des LDL en LDL oxydés (oxLDL), qui sont reconnus et li€s par des
protéines transmembranaires "7Toll-like receptors" (TLRs) et peuvent ainsi causer I’activation
de I'immunité innée!. Cette accumulation de lipoprotéines dans 1’espace sous-endothélial
stimule I’expression de molécules d’adhésion, telles que la Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) et UIntercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) a la surface des cellules
endothéliales dans les régions propices a développer des lésions athérosclérotiques'!. 11 s’y
produit alors un recrutement de cellules immunitaires, incluant les monocytes et autres
leucocytes circulants, qui adhérent et infiltrent la 1ésion athérosclérotique'?. Le recrutement et
la transmigration des monocytes aux sites de 1ésion est suivi d’une différentiation rapide en
macrophages sous l’effet de facteurs stimulants, tels que le Macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF), le Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), la
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) ou le facteur de transcription nucléaire kappa B (NF-xB, ou

nuclear factor-kappa B)>'3.

Les monocytes peuvent également se différencier en cellules
dendritiques (CD) qui se retrouvent également dans les 1ésions athérosclérotiques'®. 1l existe
divers sous-types distincts de monocytes, qui différent selon leurs antigénes, chez I’humain et
la souris'. Chez les souris ayant développé une hypercholestérolémie, le nombre de monocytes
Ly-6CM,  correspondant aux monocytes CDI4"MCD16- chez [I’humain, augmente
exponentiellement en comparaison aux monocytes Ly-6C', correspondant aux monocytes
CD14"CD16" chez I’humain, et s’accumulent sélectivement dans les 1ésions athérosclérotiques,

ou ils se différencient en macrophages's. Malgré le recrutement de monocytes et leur



différentiation en macrophages, la prolifération locale des macrophages résidents dans la plaque,
favorisée par le microenvironnement et dépendante du récepteur type I scavenger receptor class
A (SR-A), est d’autant plus responsable de la croissance de la 1ésion athérosclérotique'é. Les
macrophages de la plaque deviendront, par la suite, des cellules spumeuses en internalisant de
maniére excessive le cholestérol provenant des LDL modifiés, tel les oxLDL, s’accumulant dans
’espace sous-endothélial'”. Cette étape clé de la formation de la plaque athérosclérotique peut
s’effectuer via pinocytose ou la reconnaissance des LDL modifiés et leur liaison aux récepteurs
capables de reconnaitre les motifs (PRR, ou Pattern Recognition Receptor), tels que SR-A et

I7.18 1 ’internalisation des oxLDL via CD36 cause

CD36 exprimés par les macrophages
notamment I’inhibition de la capacité migratoire des macrophages, favorisant leur rétention dans
la 1ésion athérosclérotique'®. II fut récemment démontré que les macrophages résidents ne se
déplacent généralement pas dans I’intima et demeurent a la méme distance de la media lors de
la progression ou la régression de la plaque athérosclérotique. Le recrutement de monocytes en
surface et leur différenciation en nouvelles couches de macrophages serait la cause de leur
pénétration apparente dans la plaque?. En absence de mécanismes de régulation a la baisse, les
cellules spumeuses accumulent le LDL jusqu’a des niveaux toxiques, causant leur mort et la
formation d’un coeur lipidique dans lequel se retrouve des cellules apoptotiques et nécrotiques,
des cristaux de cholestérol et d’autre matériel extracellulaire, tel que les vésicules
extracellulaires (VEs)>!%2!, La migration des cellules musculaires lisses de la média a ’intima,
ou elles vont ensuite proliférer, est une étape importante dans le développement de la 1ésion
athérosclérotique?!. Leur sécrétion de collagéne joue un role important dans la formation de la
chape fibreuse située entre le cceur lipidique et la lumicre du vaisseau, contribuant a la
stabilisation de la plaque®. Dans les lésions plus avancées, on observe un changement de
phénotype chez les cellules musculaires lisses (SMC) située dans 1’intima, qui expriment alors
moins de protéines contractiles, produisent plus de matrice extracellulaire et démontrent une
activité proliférative accrue, contribuant a la progression de la Iésion athérosclérotique?'2. Les
SMC sont également une source importante de cellules spumeuses retrouvées dans 1’intima??.
En effet, les SMC expriment plusieurs récepteurs impliqués dans I’internalisation de
lipoprotéines, incluant les oxLDL?2. De plus, la régulation a la baisse des récepteurs ATP-
binding cassette A1 (ABCA1), impliqués dans le transport inverse du cholestérol, chez les SMC

de I’intima contribuent a leur transformation en cellules spumeuses proinflammatoires®>23.



Au fil de la progression et de la complexification de la plaque athérosclérotique, celle-ci
devient également plus vulnérable a la rupture et a I’érosion®. La mort et la mauvaise élimination
des cellules contenues dans la 1ésion athérosclérotique causent la fragilisation du cceur lipidique
dd a I’accumulation de cholestérol libre et au manque de support fourni par les cellules
musculaire lisses et leur sécrétion de collagéne*. L’augmentation de la densité, I’activation et la
mort des macrophages menent a la sécrétion continue de métalloprotéinases venant dégrader le
collagéne de la chape fibreuse et causant ainsi la fragilisation de la plaque®*. L hypoxie locale,
due a ’accroissement de paroi artérielle provoque I’expression de modulateurs angiogéniques,
qui stimulent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins provenant des vasa vasorum de
I’adventice jusqu’a I’intima, et favorisent I’approvisionnement de la 1ésion athérosclérotique en
oxygéne et en nutriment*. Cette néovascularisation de la Iésion athérosclérotique avec des
vaisseaux fragiles, perméables et dépourvus de cellules musculaires lisses favorise le
recrutement de globules rouges, de plaquettes et autres cellules immunes circulantes, ainsi que
leur extravasion menant a une hémorragie locale*. L’hémorragie engendrée peut mener a la
relache de VEs, de membranes riches en cholestérol libre ou d’héme libre par les globules
rouges, ce qui cause |’augmentation du stress oxydatif local et du recrutement de macrophages
dans la Iésion, accentuant davantage I’expansion du cceur lipidique et la fragilisation de la chape
fibreuse?2°, La fragilisation de la Iésion peut mener a son érosion ou sa rupture, tous deux
résultant en D’exposition du facteur tissulaire (TF, ou Tissue factor) par les tissus sous-
endothélial. Le TF induit ensuite ’activation de la thrombine et de la cascade de coagulation
menant a la conversion du fibrinogéne en fibrine au site de la blessure, puis a la formation d’un
thrombus di a I’activation et agrégation plaquettaire*. Ce thrombus peut alors causer I’occlusion
partielle de Iartére et occasionner de I’angine de poitrine, ou se détacher et entrer dans la
circulation sanguine pour finalement causer I’obstruction d’autres vaisseaux, tels que le réseau

veineux, I’artére pulmonaire ou I’artére cérébrale et y occasionner une embolie*?728,

1.1.2 Le transport inverse du cholestérol
Tel que mentionné précédemment, il existe un mécanisme physiologique de régression

de la plaque athérosclérotique. Le transport inverse du cholestérol des macrophages (mRCT, ou
macrophage Reverse cholesterol transport) est le mécanisme par lequel le cholestérol est

mobilisé hors de la 1ésion athérosclérotique et des cellules spumeuses qui s’y trouvent pour étre



pris en charge par le foie, ou il sera redistribué dans I’organisme ou éliminé du corps par la
bile?”. Le cholestérol peut également étre éliminé directement dans les excréments sans sécrétion
de bile dans les intestins®®. Le mRCT est initié par le transfert de cholestérol des macrophages
de la plaque a I’apolipoprotéine Al (apoAl), accepteur de cholestérol et apolipoprotéine
principale des HDL-C, via les récepteurs ABCAI a la surface des macrophages®!-2. Le transfert
de cholestérol a I’ApoAl résulte en la formation d’une particule HDL-C qui peut alors
accumuler plus de cholestérol via ABCA1, ATP-binding cassette G1 (ABCG]1) et le Scavenger
receptor B1 (SR-B1) exprimé par les macrophages?!*2. Le cholestérol libre contenu dans les
HDL-C est ensuite estérifi¢ par I’enzyme Lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT), qui initie
le processus de maturation de PHDL-C?>33. Le cholestérol libre et estérifié dans les HDL-C
mature peut ensuite étre pris en charge par le foie via I'interaction avec le SR-B1 sur les
hépatocytes; la composante protéique du HDL-C peut ensuite étre réintégrée dans la circulation
et recommencer un autre cycle de mRCT?*32, Le cholestérol transféré au foie peut ensuite étre
convertit en lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) ou ¢éliminé par excrétion dans la bile,
puis les excréments®?. La protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) catalyse le
transfert des esters de cholestérol des HDL-C aux VLDL et LDL en échange de triglycérides
afin que les LDL formés soient captés par le foie via les récepteurs du LDL323, Cependant, le
LDL formé peut réintégrer la circulation sanguine et infiltrer la 1ésion athérosclérotique, ou il
peut étre oxydé, puis phagocyté par les macrophages, menant a leur transformation en cellule
spumeuse’2. Bien que I’on connaisse comment le cholestérol est mobilisé hors des 1ésions, et
comment il est mobilisé au foie ou excrété, le chemin qu’emprunte le cholestérol pour passer de
la 1ésion athérosclérotique a la circulation sanguine est resté nébuleux jusqu’a tout récemment.
En 2013, Martel ef al. ont mis en évidence un role clé du systéme lymphatique dans le transport
inverse du cholestérol. Ils ont démontré qu’en absence de vaisseaux lymphatiques fonctionnels,
le cholestérol ne sort pas efficacement de la paroi des vaisseaux sanguins. Ainsi, ils ont décrit
un nouveau modele intégré du transport inverse du cholestérol dans lequel le systeme

lymphatique joue un réle primordial®!.



1.2 Le systéme lymphatique

Durant les dernicres années, le systéme lymphatique s’est distingué en tant que nouvelle
cible thérapeutique pour la prévention et le traitement de I’athérosclérose®®. 1l s’agit d’un
systéme ouvert, unidirectionnel et & basse pression, situé¢ dans pratiquement tous les organes
irrigués par le sang®. Impliqué dans I’immunité, la balance des fluides, le transport des lipides,
des cellules et des macromolécules, le systeme lymphatique travaille en parall¢le et de maniére
inter-dépendante au systéme sanguin®®*’. Composants primordiaux du systéme immunitaire, les
vaisseaux lymphatiques s’averent la route principale empruntée par les cellules immunitaires
voyageant des tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques, qui sont le centre de
I’immunité adaptative ou se rencontrent les lymphocytes et les cellules présentatrices
d’antigéne, telles que les cellules dendritiques®®*°. Le systéme lymphatique est également
impliqué dans I’absorption des lipides, notamment au niveau de ’intestin, ou des capillaires
lymphatiques, nommés chyliféres, absorbent des lipides et des nutriments pour les transporter
jusqu’a la circulation sanguine®®4%#!, Leur fonction la mieux décrite demeure la maintenance de
I’homéostasie des fluides dans le corps par I’absorption des fluides des tissus périphériques et
leur retour dans la circulation sanguine®®. L’exsudat riche en protéines provenant de la
circulation sanguine est d’abord absorbé via la paroi mince et trés perméable des capillaires
lymphatiques, ou vaisseaux lymphatiques initiaux, situés dans les tissus périphériques pour
former la lymphe®*3°. Les capillaires lymphatiques sont constitués d’une couche discontinue de
cellules endothéliales lymphatiques (LECs, ou lymphatic endothelial cells) ainsi que de
jonctions de type bouton discontinues « button-like » situées entre ces derniéres®>-%42_ Ils sont
¢galement dépourvus d’une membrane basale continue ainsi que de cellules musculaires lisses,
et sont caractérisés par I’expression du récepteur LYVE-1 a la surface des LECs*-%%2, La
lymphe est ensuite acheminée dans les vaisseaux lymphatiques collecteurs responsables du
maintien du flux unidirectionel lymphatique via la contraction d’unités contractiles nommées
lymphangions situées entre des valvules bilatérales empéchant le refoulement de la lymphe et
régulée par 1’oxyde nitrique*?. Les collecteurs sont caractérisés par la présence d’une couche
discontinue de SMC, I’expression de podoplanine, ainsi que par la présence de jonctions de type
fermeture-éclair continues « zipper-like » entre les LECs*>*. La lymphe est alors transportée
des vaisseaux collecteurs afférents jusqu’aux ganglions lymphatiques pour ensuite atteindre le
conduit thoracique via les vaisseaux collecteurs efférents. Elle réintégrera finalement la

circulation sanguine par drainage au travers de la veine sous-claviere*:.
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Figure 1.1 Structure du systéme lymphatique. Illustration montrant les différentes portions
du systeme lymphatique. (A) Vaisseau lymphatique afférent débutant par les capillaires
lymphatiques et se terminant par les ganglions lymphatiques en passant par les vaisseau
lymphatiques collecteurs. (B) Capillaire lymphatique. (C) Distribution du systéme lymphatique
dans le corps humain. Adapté de Trevaskis et al. Nature reviews Drug Discoveries, 20154

Au stade embryonnaire, la formation des vaisseaux lymphatiques se fait majoritairement
a partir de la veine cardinale, ou des cellules endothéliales veineuses vont se différencier en
LECs et former latéralement des sacs lymphatiques «lymph sacs», précurseurs des vaisseaux
lymphatiques, dont I’expression spécifique du facteur de transcription Prospero homeobox
protein 1 (Prox1) semble étre essentielle a la promotion de la lymphangiogénése*®#. La
vascularisation et formation de vaisseaux lymphatiques matures s’effectue ensuite grace a
I’interaction entre le récepteur VEGFR-3, dont 1’expression est régulée par Prox1, avec ses
ligands VEGF-C et VEGF-D*#74, Plusieurs études effectuées chez les souris et les poissons
ont démontré que le VEGF-C est essentiel au développement du systéme lymphatique au stade
embryonnaire, alors que son homologue VEGF-D ne I’est pas, mais peut tout méme contribuer
a la lymphangiogenése au stade adulte>®!. En plus de son rdle dans la lymphangiogenése, le
VEGF-C et sa signalisation via VEGFR-3 sont également impliqués dans la propulsion de la
lymphe en stimulant la contraction des vaisseaux lymphatiques®?. Les plaquettes jouent

également un role primordial dans la formation des vaisseaux lymphatiques au stade



embryonnaire et a I’age adulte en permettant la séparation du systeme lymphatique et du systéme
sanguin par agrégation>>->*, Cette séparation s’avére dépendante de I’activation plaquettaire et
de la relache de BMP-9 due a I’interaction entre la podoplanine exprimée par les LECs, et le
récepteur C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) exprimé par les plaquettes, menant a
I’inhibition de la prolifération, de la migration et la formation de tubes des LECs>*>,
L’agrégation plaquettaire demeure également essentielle dans le maintien de 1’intégrité
lymphatique tout au long de la vie, soit en formant un thrombus empéchant le refoulement de
sang dans la lymphe au niveau de la jonction lymphoveineuse liant les deux systémes
circulatoires®. Finalement, le facteur de transcription Forkhead box protein C2 (FOXC2) est
impliqué dans I’organisation des jonctions entre les LECs, sa délétion causant une dysfonction
lymphatique globale, notamment au niveau des jonctions intercellulaires, des valvules

bilatérales ainsi que de la lumiére lymphatique, menant a la mort>®.

1.2.1 Le systeme lymphatique et I’athérosclérose
En raison de son rdle au sein du systéme immunitaire, le systéme lymphatique est
maintenant étudié dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques et aigues, d’ou I’intérét

pour son implication dans 1’athérosclérose®!->’

. En 1981, Lemole a fait la revue de plusieurs
publications associant I’obstruction lymphatique a 1’apparition de plaques athérosclérotiques, et
suggere que la stase lymphatique pourrait étre impliquée dans la pathogenese de
I’athérosclérose™®. La présence de vaisseaux lymphatiques fut couramment observée dans
I’adventice des artéres chez les animaux, sous-entendant la potentielle implication du systéme
lymphatique dans le drainage des cellules immunitaires et cytokines présentes dans
I’adventice®>%°. Des capillaires lymphatiques furent également observés dans 1’adventice et
entourant le tissu adipeux de l’aorte, autant chez des souris en santé que des souris
hypercholestérolémique (apoE™"); leur présence étant particuliérement abondante sous la plaque

retrouvée dans le sinus aortique’!4’,

Une étude effectuée sur 81 segments d’artéres dans
lesquels les vaisseaux lymphatiques furent identifiés et quantifiés a pu démontrer une corrélation
positive entre le nombre de vaisseaux lymphatiques présents dans 1’adventice et la progression
de l’athérosclérose évaluée par I’épaisseur de I’intima chez I’humain®!. Des vaisseaux
lymphatiques ont également été observés jusque dans 1’intima des 1ésions plus avancées chez

I’humain®. I a fallu cependant attendre ’avancée des techniques génétiques et chirurgicales sur



les modéles animaux avant de pouvoir lier quantitativement le systéme lymphatique au RCT*,
En 2013, une étude publiée par Martel ef al. a d’abord su démontrer, grace a des techniques
d’ablation chirurgicale et génétique respectives des vaisseaux lymphatiques, que ces derniers
sont des routes importantes pour le RCT et le drainage du cholestérol des tissus périphériques?’.
L’équipe a mis au point un mode¢le chirurgical de transplantation d’une aorte pré-chargée avec
du cholestérol marqué d’une souris hypercholestérolémique (apoE~), dans la cavité abdominale
d’une souris (apoE~") incapable de régression spontanée de la plaque’’. Les traitements avec un
anticorps neutralisant le VEGFR3, qui inhibent la reformation du systéme lymphatique autour
de I’aorte, et I’utilisation d’un vecteur d’expression d’apoE, qui permet I’induction de 1’efflux
de cholestérol et la régression de la plaque, a permis de démontrer que le flux sanguin altéré par
le transplant causait une réorientation des vaisseaux lymphatiques reformés®!. De plus, suivant
I’induction de I’efflux de cholestérol, des niveaux plus élevés de cholestérol total et de
cholestérol estérifié étaient retrouvés dans les aortes transplantées des souris dont la reformation
des vaisseaux lymphatique fut inhibée par 1’anticorps neutralisant le VEGFR3, en comparaison
avec les aortes de celles ayant été traitée avec ’anticorps isotype contrdle, démontrant
I’importance des vaisseaux lymphatiques de 1’aorte dans le RCT>!. Dans la méme optique, une
étude publiée par Vuorio et al. dans laquelle deux modele de souris transgéniques présentant
une dysfonction lymphatique, soit les « Chy mice » présentant une mutation inactivant le
VEGFR-3, ainsi que des souris exprimant une version soluble du VEGFR-3, furent croisés avec
des souris athérosclérotiques (Ldlr’/Apobiooi00), a su démontré une corrélation positive entre
la dysfonction lymphatique et les niveaux de cholestérol plasmatiques, les niveaux de
cholestérol et de triglycérides contenu dans les LDL et VLDL, et la progression de la plaque
athérosclérotique®. La dysfonction lymphatique reliée a ’athérosclérose fut étudiée plus en
profondeur dans une étude publiée par Milasan ef al. dans laquelle la fonction lymphatique fut
caractérisée chez des souris de type sauvage (wild-type), des souris athérosclérotiques (LdIr”
/Apobiooiioo) et des souris athéroprotégées (Pcsk977)3. 11 fut démontré que la dysfonction
lymphatique touchait principalement les vaisseaux lymphatiques collecteurs et apparaissait
aussitot qu’a trois mois, soit avant méme 1’apparition de la plaque athérosclérotique®*. Cette
dysfonction s’avérait indépendante du cholestérol, mais dépendante du LDLR, -car
I’augmentation de 1’expression du LDLR due a ’absence du Pcsk9 s’est avérée corréler
positivement avec I’intégrité des collecteurs en comparaison avec celle des souris wild-type®*.

Il y fut également confirmé qu’un traitement avec un agoniste spécifique du VEGFR-3, le
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VEGF-C 152s, pouvait rétablir la fonction lymphatique avant le développement de
I’athérosclérose chez les souris (Ldlr’/Apobigoioo) indépendamment de la diminution de
I’hypercholestérolémie®*. L’équipe a ensuite investigué les effets de 1’apoA-1, principal
constituant des HDL ayant plusieurs effets athéroprotecteurs rapportés dans la littérature, sur la

dysfonction lymphatique reliée a ’athérosclérose chez des souris Ldlr’- 42

. Il fut alors rapporté
que l’injection d’apoA-1 par voie intradermale a su rétablir la fonction lymphatique par
I’amélioration du transport des cellules immunes et par la diminution de la perméabilité en
comparaison avec les souris controles, se traduisant par une diminution de la quantité de lipides
contenue dans la lésion athérosclérotique*?. Les effets protecteurs de 1’apoA-1 sur la fonction
lymphatique pourrait s’avérer dépendants des plaquettes, puisqu’il fut rapporté que le traitement
des LECs avec de I’apoA-1 causait une augmentation de I’adhésion plaquettaire a ces derniéres.
L’observation d’un effet de « pont » ou de consolidation des LECs médi¢ par les plaquettes
adhérées, dont les pseudopodes semblent relier les LECs, sous-entend un mécanisme potentiel
pouvant renforcir les jonctions entre les LECs et préserver ’intégrité lymphatique**. 1l fut
¢galement rapporté que le traitement des souris avec I’apoA-1 causait une diminution de
I’agrégation des plaquettes isolée a partir de leur sang, suggérant que 1’augmentation de
I’adhésion plaquettaire aux LECs pourrait étre causée par une diminution de leur agrégation®?.
Les plaquettes ne sont pas considérées comme des composants habituels de la lymphe,
cependant leurs effets pourraient étre médiés suite a une adhésion rapide a 1’endothélium
lymphatique au niveau de la jonction lymphoveineuse ou par la relache de VEs dont la présence

fut rapportée dans la lymphe*>#3,

1.3 Les vésicules extracellulaires
Le terme vésicules extracellulaires (VEs) est employé pour définir un large éventail de

vésicules relachées par les cellules®. Les VEs constituent une population hétérogéne de
vésicules submicroniques hébergeant du matériel biologique de la cellule d’origine entouré
d’une bicouche lipidique®-%®. Elles ont été identifiées dans plusieurs fluides corporels, tels que
le plasma, I’urine, la salive, la bile, le lait maternel, le sperme, le liquide amniotique, le fluide
cérébrospinal et le liquide d’ascite®’. Elles peuvent étre relachées par pratiquement tous les types
cellulaires suivant leur activation ou leur apoptose, incluant les cellules endothéliales, les

plaquettes, les globules rouges, les cellules musculaires lisses, les monocytes et les macrophages
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ainsi que les cardiomyocytes®>®8, Autrefois considérées comme de simples débris cellulaires,
elles sont maintenant considérées comme des médiateurs importants dans la communication
cellulaire et comme de potentiels biomarqueurs de maladies ou de santé®. Les vésicules
extracellulaires peuvent contenir des protéines, des lipides, du matériel nucléaire, de I’ADN, des
microARNs, des ARNs non codants et/ou des récepteurs et antigénes de surface qui proviennent
des cellules dont elles originent, et qui dépendent des conditions physiologiques ou

21,6669 1 es vésicules

pathologiques dans lesquelles elles ont été formées et sécrétées
extracellulaires ont été associées avec plusieurs pathologies, notamment I’arthrite’, la
progression de tumeurs’!, I’angiogenése’, la métastase’!, le diabéte’®, I’hypertension’, le
syndrome métabolique’®, I’hypercholestérolémie’® et les maladies cardiovasculaires incluant
I’athérosclérose®. La classification et caractérisation des vésicules demeure sujet de débats,
mais on en distingue maintenant trois populations distinctes : les exosomes, les microvésicules
et les corps apoptotiques (Tableau 1.1), classées selon leur taille et leur mécanisme de

formation?!.

1.3.1 Les exosomes
Les exosomes, vésicules de forme homogene mesurant de 40 a 100 nm et sécrétés par

divers types cellulaires, constituent la sous-population de VEs présentant les plus petites
tailles”’. On les retrouve dans plusieurs fluides physiologiques, tels le plasma, 1’urine ou le
sperme’’. Ils sont formés par processus actif de fusion de corps multivésiculaires avec la

membrane plasmique suivi de leur diffusion dans le milieu extracellulaire?!-%

. Les corps
multivésiculaires sont formés par bourgeonnement a partir d’un endosome, lui-méme le résultat
d’un bourgeonnement interne de la membrane plasmique®®, et constituent alors des organelles
de I’endosomes’’. Ils sont impliqués dans plusieurs fonctions reliées a I’endocytose et au trafic

de protéines, soit leur tri, recyclage, transport, stockage et libération’’

. Ces corps
multivésiculaires peuvent par la suite fusionner avec la membrane plasmique et étre relachées
dans le milieu extracellulaire pour former des exosomes®®. Ils contiennent alors des protéines
associées a I’endosomes, telles que les GTPase Rab, les SNARESs, les annexines et la flotilline.
Ils hébergent également un ensemble de protéines conservées au travers de 1’évolution, telles
que Tsgl01, Alix et les tétraspanines, des protéines membranaires incluant CD9, CD63, et
CDS8I1, et sont riches en lipides, tels le cholestérol et le ganglioside GMI12L7779. Les

tétraspanines, sont couramment employés comme marqueurs généraux d’exosomes. Toutefois,
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elles peuvent étre exprimées par d’autres sous-types de VEs émergeant de la membrane
plasmique en raison de leur présence a la surface de divers types cellulaires, et ont déja été

identifiées a la surface de microvésicules également®.

1.3.2 Les microvésicules
Les microvésicules mesurent de 100 a 1000 nm et présentent des formes hétérogénes’”.
Elles sont formées par remodelage du cytosquelette, et leur relache est augmentée en condition

inflammatoire, d’hypoxie ou d’activation®!:8!

. Un afflux cytosolique d’ions calciques peut
perturber la distribution asymétrique des phospholipides constituants la bicouche membranaire
par l’activation de la scramblase impliquée dans la translocation des phospholipides
membranaire, résultant en une redistribution des phospholipides dans la membrane et la
formation de vésicules. La dégradation du cytosquelette causée par la protéolyse dépendante
des ions calciques favorise le bourgeonnement de ces vésicules qui peuvent alors exprimer a
leur surface des phospholipides constituant normalement la couche membranaire interne telle
que la phosphatidylsérine (PS) pouvant étre utilisée pour les identifier®. Toutefois, il a déja été
observé chez les VEs plasmatiques que les microvésicules n’externalisent pas toutes la

phosphatidylsérine?!82. Elles peuvent héberger la flotillin-2, des sélectines, des intégrines et des

métalloprotéinases’’.

1.3.3 Les corps apoptotiques
Les corps apoptotiques sont relachés lors de I’apoptose et sont constitués de matériel

apoptotique entouré d’une membrane perméable?!:%. Leur taille est nettement plus élevée que
les autres sous-populations de VEs et peut varier entre 1 et 5 micrométres®’. Plusieurs
changements affectent la morphologie cellulaire lors de I’apoptose, tels que la contraction de la
cellule, le bourgeonnement de la membrane, 1’externalisation de la phosphatidylsérine et la
fragmentation de I’ADN®, 11 s’y produit alors des forces de contraction médiés par les filaments
d’actines et myosines menant a la formation des corps apoptotiques®*. Elles peuvent contenir
des organelles intactes, de I’ADN et des histones, et peuvent donc étre marqués a I’iodure de
propidium s’intercalant dans I’ADN’783_ Tls sont impliqués dans le transfert horizontal d’ADN
incluant de I’ADN tumoral pouvant résulter en I’induction d’un phénotype tumorigéne, dans la

présentation des épitopes aux lymphocytes T via I’internalisation par les cellules phagocytaires
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et dans la présentation d’autoantigénes aux lymphocytes B3¢, L’¢élimination rapide des corps

apoptotiques des

caractérisation®.,

fluides corporels par les cellules phagocytaires complexifie leur

Tableau 1.1. Charactéristiques des trois populations de vésicules extracellulaires.

Caractéristique Exosomes Microvésicules Corps apoptotiques
eMatériel biologique de la cellule d’origine (protéines, lipides, matériel
nucléaire, ADN, microARNs, ARNs non codants, antigénes)
Caractéristiques eBicouche lipidique
commiunes eldentifiées dans différents fluides corporels
eAssociées a plusieurs pathologies
Taille 40 a 100 nm 100 a 1000 nm l1a5um

Processus actif de

fusion de corps

Mécanisme de o Remodelage du Relache lors de
multivésiculaires
formation cytosquelette I’apoptose
avec la membrane
plasmique
eTsgl01 eMarqueurs eJodure de propidium
e Alix spécifiques de ePhosphatidylsérine
eCDY, CD63, surface de la cellule
CDS81 d’origine
eGTPase Rab ePhosphatidylsérine
Identification )
eSNARESs (Pas toujours®)
e Annexines eFlotillin-2
eFlotilline *Selectines
e[ntégrines
eM¢étalloprotéinases

Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des trois populations de vésicules

extracellulaires.
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1.3.4 L’internalisation des vésicules extracellulaires
Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans I’internalisation des VEs dans des

cellules cibles”’. Des protéines exprimées a la surface des vésicules extracellulaires peuvent
notamment interagir avec des récepteurs a la surface de cellules cibles®’. Les tétraspanines sont
exprimées abondamment par les VEs et sont impliquées habituellement dans 1’adhésion, le
déplacement, I’activation et la prolifération’’. On estime alors qu’elles pourraient
potentiellement médier I’internalisation des VEs dans des cellules cibles®’. 1l fut notamment
démontré que I’inhibition de I’activité des tétraspanines avec des anticorps causent la diminution
de I’internalisation de VEs dans des cellules cibles et que les tétraspanines sont impliquées dans
la sélection de cellules cibles par les exosomes®®®. Les intégrines et immunoglobulines,
impliquées dans 1’adhésion, la signalisation cellulaire, la transmigration des leucocytes et la
présentation d’antigénes, seraient également impliquées dans D’intégration des VEs. Par
exemple, le blocage de CDI1a, son ligand ICAM-1, CD51 et CD61 ont chacun causé la
diminution de I’intégration de VEs par les cellules dendritiques®”#8, Des expériences semblables
ont également démontré le role potentiel des protéoglycans et des lectines dans I’ internalisation
des VEs®’. Les lectines DC-SIGN, DEC-205 et Galectin-5 ont notamment été associées a

I’internalisation de VEs grace a des expériences d’inhibition ou de compétition®’.

L’endocytose, processus actif par lequel les cellules internalisent des molécules ou
particules, serait également un mécanisme largement impliqué dans l’internalisation des
vésicules extracellulaires®”°, Plusieurs études ont pu démontrer I’intégration de VEs dans des
endosomes, parfois aussitdt qu’a 5 minutes, et que cette internalisation était nettement réduite a
4°C, démontrant que I’endocytose des VEs est un processus actif nécessitant de 1’énergie®®!.
L’utilisation de la Cytochalasin D, capable d’inhiber I’endocytose par la dépolarisation des
filaments d’actines, a également causé la diminution de I’intégration des VEs chez plusieurs
types cellulaires®°!. L’endocytose dépendante de clathrine et ’endocytose dépendante de la
cavéoline implique deux mécanismes distincts. L’endocytose dépendante de la clathrine
implique la formation progressive de vésicules recouverte de clathrine exprimant plusieurs
récepteurs transmembranaires ainsi que leurs ligands leur permettant d’intégrer la cellule cible
pour ensuite se débarrasser de la clathrine et fusionner avec un endosome®’. L’endocytose
dépendante de la cavéoline implique plutot I’invagination de cavéoles, des sous-domaines des

radeaux lipidiques, qui sont formées par I’action de la cavéoline, une protéine située sur ces
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derniéres®’. Plusieurs études suggérent que ces deux types d’endocytose sont impliqués dans

’internalisation de vésicules extracellulaires suite a des expériences d’inhibition”!-3,

Les VEs peuvent également étre internalisé via macropinocytose et phagocytose®’. La
macropinocytose implique I’invagination de la membrane cellulaire en une extension qui
entoure une zone de fluide extracellulaire, puis sa fusion avec la membrane afin d’intérioriser la
zone de fluide extracellulaire englobée en une vésicule®’. L inhibition de I’échangeur Na+/H+
impliqué dans la macropinocytose avec de I’amiloride a inhibé I’internalisation des exosomes
dans des macrophages in vitro®*. La phagocytose est induite par le contact physique avec des
récepteurs a la surface de cellules phagocytes spécialisées, comme des macrophages, ayant
préalablement formé des invaginations destinées a I’internalisation des agents donnés®’. L’usage
de la wortmannin et de LY294002, des inhibiteurs de la PI3-kinase essentielle a la formation de
phagosome, a causé I’inhibition dose-dépendante de 1’internalisation des exosomes dans des
macrophages®. La phosphatidylsérine (PS) fréquemment externalisée par les vésicules
extracellulaires serait également impliquée dans I’internalisation des VEs par phagocytose ou
macropinocytose. Il a ét¢ démontré que la compétition de la PS avec un analogue O-phospho-
L-sérine, et son inhibition par sa liaison avec |’annexine V, ont tous deux diminués
I’internalisation des exosomes par des macrophages in vitro®®%°, L’internalisation des exosomes
par fusion avec des cellules de mélanome fut également observée in vitro en condition de pH
acide potentiellement dd a la condition lipidique des exosomes en condition acide’®. Plusieurs
études suggerent que ’internalisation des VEs pourrait potentiellement étre spécifique a la
cellule cible, car I’internalisation des VEs peut s’avérer parfois plus efficace chez un certain
type cellulaire plutot qu’un autre. Toutefois, ce questionnement demeure sujet de débat dans la

recherche sur les VEs?®’.

1.3.5 Les vésicules extracellulaires dans la communication cellulaire
Les vésicules extracellulaires exercent plusieurs fonctions et sont maintenant reconnues

(spécialement les exosomes et vésicules extracellulaires) par la communauté scientifique
comme des médiateurs importants de la communication cellulaire, autant locale que
systémique®’. Les VEs peuvent intervenir dans le contrdle de la fonction de types cellulaires

spécifiques, incluant des types distincts de ceux dont elles proviennent’’. Par exemple, les
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exosomes peuvent exercer une communication paracrine locale, mais peuvent également entrer
en circulation systémique pour exercer une communication plus endocrine’’. Leur bicouche
membranaire leur confére la capacité de protéger leur cargo contre les enzymes qui pourraient
les dégrader, comme la ribonucléase (RNase) ou la trypsine’””’. Les VEs peuvent également
transférer leur cargo en fusionnant avec la membrane de la cellule cible, soit par endocytose ou

779398 11 fut notamment démontré que les ARN messagers et les micro ARN

par phagocytose
contenus dans les VEs peuvent étre transférés dans des cellules cibles et y étre traduits en
protéines, ou y réguler I’expression de génes via la traduction de novo ou la régulation post
transcriptionnelle, démontrant alors que cet ARN peut étre fonctionnel au sein de sa nouvelle
cellule”. Les VEs peuvent étre impliquées dans le transfert d’ ARN entre cellules, et peuvent y
favoriser certaines cascades de signalisation spécifiques dans le but d’y induire des
modifications phénotypiques®”-1919! e transfert horizontal de microARNs par vésiculation et
la régulation subséquente de geénes au niveau de I’ARN messager et des protéines chez des types

cellulaires différents furent notamment rapportés!?2,

1.3.6 Les vésicules extracellulaires dans I’athérosclérose
Les vésicules extracellulaires ont été associées a divers stades de 1’athérosclérose?!.

Plusieurs facteurs de risques de 1’athérosclérose sont associés avec I’augmentation des niveaux
de VEs circulantes dans le sang, notamment le diabéte, I’hypertension, la dyslipidémie et le
tabagisme?!. Les vésicules extracellulaires se retrouvent dans les 1ésions athérosclérotiques
durant les stades initiaux jusqu’aux plus avancés!®*1%4, De provenance différente et de nature
plus thrombogénique que les VEs circulant dans le plasma, on suppose que la concentration plus
¢levée de VEs contenue dans la Iésion athérosclérotique est due a I’activation et/ou I’apoptose

des cellules contenues dans celle-ci'®3.

Elles pourraient contribuer a I’augmentation de
I’inflammation locale en stimulant la synthése de cytokines proinflammatoire, telles que
I’interleukine-6 et I’interleukine-8, par les cellules endothéliales et les leukocytes et ainsi
accentuer le recrutement et la transmigration des monocytes dans la plaque!®>!%7. Les VEs
pourraient également faciliter I’adhésion et la diapédése des monocytes a travers 1’endothélium
en causant I’augmentation de I’expression de molécules d’adhésion, telles que ICAM-1 ou
VCAM-1 des cellules endothéliales ainsi que les récepteurs de ces molécules a la surface des

monocytes, telles que CD11b, CD32 ou CD33!97-112 Les vésicules extracellulaires circulantes
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en conditions pathologiques, comme le syndrome métabolique, pourraient également contribuer
a Dapparition d’une dysfonction endothéliale en interférant avec les propriétés
antiathérogéniques des cellules endothéliales en plus d’altérer le tonus vasculaire et la relaxation
dépendante de I’endothélium?!. Elles peuvent causer une diminution de la synthése d’oxyde
nitrique par les cellules endothéliales en induisant la phosphorylation du site d’inhibition de la
NO synthase, ou par Iaugmentation du stress oxydatif local en augmentant la synthése
d’espéces réactives d’oxygéne par la NADPH oxydase!?!!3-116_Elles peuvent également causer
une augmentation de la perméabilit¢ endothéliale, potentiellement par 1’augmentation de
I’apoptose des cellules endothéliales due au transfert de caspase 3, du facteur de nécrose
tumorale-alpha (TNFa), de I’enzyme de conversion du TNFa active ou d’enzymes Rho kinase
actives a ces derniéres!!’. Tl fut également démontré que des vésicules extracellulaires dérivées
de cellules cancéreuses et riches en cholestérol pouvaient stimuler la formation de cellules
spumeuses en augmentant 1’absorption de cholestérol par les macrophages proportionnellement

18 Des exosomes

au contenu en cholestérol des VEs et ce, autant en culture que dans des tissus
relachés par des lymphocytes T activés ont causé I’accumulation de cholestérol dans des
monocytes et des macrophages en culture et stimulé leur production de TNFo suivant leur
internalisation dépendante du récepteur de la phosphatidylsérine!!®. Le transport de caspases et
I’accumulation de cholestérol lors de 1’élimination de VEs par les macrophages et cellules
spumeuses peuvent induire leur mort par apoptose et mener a 1’accumulation de lipides

120.121 " Les vésicules

extracellulaires dans le cceur lipidique de la lésion athérosclérotique
extracellulaires pourraient également contribuer au développement de la plaque en stimulant la
prolifération des cellules musculaires lisses ayant migré entre le ceeur lipidique et la lumiére du
vaisseau!?>!2*, Des études ont observé un enrichissement en métalloprotéinases chez des VEs
dérivées de macrophages ou de cellules endothéliales, suggérant qu’elles pourraient contribuer
a la dégradation du collagéne de la matrice extracellulaire et a la fragilisation de la plaque
athérosclérotique!?*!?°, Des VEs exprimant le ligand de CD40 peuvent se lier au récepteur
CD40 a la surface des cellules endothéliales et en stimuler la prolifération ainsi que
I’angiogenese in vivo. Elles stimulent ainsi la néovascularisation et contribuent a I’instabilité de
la lésion athérosclérotique!?®. Les vésicules extracellulaires peuvent également induire la
cascade de coagulation et la formation de thrombus par I’exposition du facteur tissulaire et la

génération de thrombine!%3127,
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Bien que plusieurs types cellulaires peuvent relacher des vésicules extracellulaires qui
pourraient s’avérer des joueurs importants dans la progression ou régression de I’athérosclérose,
les travaux qui forment le corps de ce mémoire vont porter sur deux sous-types de VEs tres
abondants en circulation?!*>%2: les VEs dérivées des globules rouges (VESR) et des plaquettes
(VEPLT),

1.3.6.1 Les vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges
Les globules rouges, ou érythrocytes, constituent le type cellulaire le plus abondant dans

le sang, et leurs principales fonctions sont le transport de 1’oxygene et du dioxyde de carbone,

26,128 Tls hébergent plusieurs

et la relache d’adénosine triphosphate (ATP) et d’oxyde nitrique
enzymes et molécules exercant des activités antioxydantes®®. Les globules rouges sont les
cellules qui relachent le plus de vésicules extracellulaires dans le sang; ils perdent, par
vésiculation, environ 20% de leur membrane et augmentent ainsi leur concentration en

26,129,130 [ es VEs dérivées

hémoglobine d’environ 14% pendant la durée totale de leur vie
d’érythrocytes circulants mesurent généralement entre 100 et 300 nm, et aborent principalement
une forme sphérique®?. Ces VEs sont totalement dépourvues de composantes du cytosquelette,
et sont entourées d’une bicouche lipidique riche en phospholipides, protéines, cholestérol,
hémoglobine résiduelle, acétylcholinestérase et composants des radeaux lipidiques, tels que le
ganglioside M1 et la stomatine?®!?, Leur relache est, de maniére générale, la conséquence de la
sénescence des érythrocytes reliée a leur vieillissement, et trois mécanismes ont été proposés
pour I’expliquer?®. Le mécanisme d’éryptose s’apparente a ’apoptose et se produit lorsqu’un
influx d’ions calciques au travers de canaux non spécifiques altérés cause 1’activation de la
scramblase, de la calpaine et de la floppase dépendante de I’ATP ainsi que I’inhibition de la
flippase dépendante de I’ATP. Ces phénomenes provoquent I’altération de I’asymétrie de la
bicouche lipidique, I’externalisation de la phosphatidylsérine et la reliche de VEs?*!3. Le
mécanisme du regroupement de la bande 3, une protéine transmembranaire importante de la
membrane des globules rouges, consiste en 1’oxydation de I’hémoglobine menant a la formation
d’hémicrome non propice au transport de I’oxygene, a ’agrégation de multimeres de la bande
3 dans la membrane, et & la dégradation de protéines du cytosquelette?®!3°, Finalement, le
mécanisme du stress oxydatif impliquerait la liaison de I’hémoglobine a la bande 3 causée par

les ROS, puis a I’activation de canaux calciques calcium dépendant, la phosphorylation de
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protéines impliquées, et I’agrégation de la bande 3 causant la vésiculation et relache de VEs?%:130,
L’exposition a des niveaux ¢élevés de calcium et la diminution de la concentration d’ATP sont
alors des conditions favorables a la relache de VEs par les globules rouges'?. Par ailleurs, la
formation de vésicules extracellulaires serait un moyen par lequel les globules rouges se
débarrasseraient de leur contenu néfaste, comme I’hémoglobine dénaturée, le complexe
d’attaque membranaire C5b-9, des néoantigénes de la bande 3, ou d’une accumulation
d’immunoglobulines'3?. Les VESR peuvent étre impliquée dans la coagulation, car elles peuvent

131 ot stimuler la formation

générer de la thrombine par un mécanisme dépendant du facteur XIla
de thrombus in vivo proportionnellement a leur exposition du facteur tissulaire (TF)!*2,
Contrairement aux globules rouges intactes, les VESR ont été associée a I’augmentation du stress
oxydatif, notamment par le transfert d’héme libre aux cellules endothéliales'?*. Elles peuvent
ainsi interférer avec la signalisation de 1’oxyde nitrique et favoriser I’initiation d’une
dysfonction endothéliale, une étape clé dans le développement de la lésion athérosclérotique?!.
Elles peuvent également exposer le facteur tissulaire et générer de la thrombine, et ainsi exercer

ainsi une activité procoagulante qui peut favoriser la formation de thrombus lors de la rupture

ou de I’érosion de la plaque athérosclérotique!®.

1.3.6.2 Les vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes
Les plaquettes sont des éléments sanguins anucléées impliquées dans le maintien de

I’intégrit¢ vasculaire et dans 1’homéostasie, notamment par I’initiation de la cascade de
coagulation'**. Elles sont produites a partir des mégacaryocytes de la moelle osseuse et, tout
comme ces derniers, peuvent relacher des vésicules extracellulaires qui se retrouvent en
circulation'3+13%, Les EVPLT peuvent mesurer de 100 a 1000 nm, et constituent la population de
VEs la plus abondante dans le sang!¢-138, Les plaquettes peuvent également relacher des
exosomes mesurant de 50 a 150 nm via I’exocytose de corps multivésiculaires ou de granules
alpha!3¢:138, Les mégakaryocytes dont proviennent les plaquettes peuvent également produire
des VEs'3®, Les plaquettes peuvent relacher des VEs en réponse a D’activation par divers
agonistes, tels que le collagene, la thrombine, le complexe d’attaque membranaire C5b-9, les
lipopolysaccharides, certains complexes immuns et virus, mais également en réponse aux
contraintes de cisaillement et lors du déclenchement de la voie de signalisation de la

glycoprotéine GPIIb/IMIa% '3, Les mécanismes impliqués dans la formation de vésicules
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extracellulaires dérivées de plaquettes font 1’objet de beaucoup de recherche et demeurent
encore a étre élucidés®. 11 fut démontré que lors de I’activation plaquettaire ou de 1’exposition
a des contraintes de cisaillement élevées, I’augmentation de calcium intracellulaire altére
I’asymétrie de la bicouche lipidique membranaire et mene a la réorganisation du cytosquelette
dépendante de la calpaine, une protéase régulée par le calcium, résultant en la relache de

64139 1’observation par microscopie électronique a balayage a

vésicules extracellulaires
démontré que la vésiculation s’effectuait principalement prés de I’extrémité des pseudopodes ',
Les plaquettes peuvent également relacher des VEs en absence d’agoniste plaquettaire via la
signalisation de GPIIb/Illa, durant laquelle se produit une déstabilisation du cytosquelette
indépendante de I’activation de la calpaine!'*!. Les VEPT peuvent transporter des ARN, ARN
messagers, des microARN, ainsi que des mitochondries actives qu’elles peuvent relachers!42,
La composition en phospholipides des VEPLT est intermédiaire a celle du plasma et des
membranes des granules plaquettaires, mais présente des niveaux de cholestérol plus élevés en
comparaison aux plaquettes, probablement di a I’enrichissement en radeaux lipidiques'®. Les
VEPLT expriment plusieurs antigénes normalement exprimés par les plaquettes, incluant du
facteur tissulaire, des sélectines, des facteurs de coagulation (V et VIII), des protéines de surface
impliquée dans 1’adhésion, telles que CD31, GPIb, GPIIb/Illa et la P-selectin, des cytokines et
des chimiokines, telles que (IL)-1 B, CXCL4, CXCL7 et CCL5, et des glycoprotéines®!144-146,

21,147 et

Les VEPLT ont été associées a I’augmentation de la perméabilité endothéliale sanguine
pourraient ainsi favoriser la diapédese de cellules immunes dans la plaque. Elles peuvent
¢galement favoriser le recrutement de cellules immunes, comme les leucocytes, au site de
lésions en transférant des chimiokines, telles que CCL5, aux cellules endothéliales'*®, ou en
stimulant leur liaison par I’expression de P-sélectine?!14°_ 11 fut rapporté que les VEPLT peuvent
héberger la caspase 3 et causer I’apoptose de macrophages THP-1, et pourraient donc contribuer

a I’accumulation de lipides extracellulaires dans la plaque athérosclérotique?!-10:151,

1.3.7 Les vésicules extracellulaires dans la lymphe
Les vésicules extracellulaires ont été identifiées dans plusieurs fluides corporels, incluant

le plasma et I’urine®’. Toutefois, leur présence dans la lymphe n’a été reportée que récemment,
et leur role sur le systéme lymphatique n’a pas encore été étudié®. La lymphe est constituée de

I’exsudat riche en protéines déversé dans les tissus périphériques par la circulation sanguine,
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puis absorbé par les capillaires lymphatiques®***¢. Son retour dans le sang via la circulation
lymphatique constitue une des principales fonctions du systéme lymphatique, soit I’homéostasie
des fluides et I’absorption de cellules et de molécules des tissus périphériques. Considérant ce
role du systéme lymphatique, il est sensé que des vésicules extracellulaires circulantes puissent
également se retrouver dans la lymphe®. Dans une perspective reliée a I’immunologie, il fut
rapporté que les exosomes peuvent étre transportés par les vaisseaux lymphatiques des tissus
périphériques jusqu’aux ganglions lymphatiques ou ils peuvent y résider pendant deux jours;
I’internalisation des exosomes par les macrophages et les lymphocytes B joue un role important

152

dans ce processus'>“. Des exosomes dérivées de mélanome peuvent également voyager par les

vaisseaux lymphatiques pour s’accumuler dans les ganglions lymphatiques et y favoriser la

métastase tumorale!3

. Des travaux par Milasan et al. ont récemment démontré la présence de
vésicules extracellulaires d’origines hétérogénes dans la lymphe de souris. L’équipe a su
identifier des populations de VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes dont le ratio de
concentration était analogue a celui retrouvé dans le sang. De plus, leur concentration était plus
grande chez des souris LDLR”" nourries avec une dicte riche en cholestérol afin de développer
un phénotype athérosclérotique®®. En prenant compte de I’implication de la dysfonction
lymphatique dans le développement de I’athérosclérose, ces résultats suggerent que les VEs
présentes dans la lymphe pourraient servir de biomarqueurs de la dysfonction lymphatique

associée a 1’athérosclérose’!:#3

. Sachant que le systétme lymphatique est impliqué dans
I’apsorption du cholestérol contenu dans la 1ésion athérosclérotique?!, il serait alors logique qu’il
puisse également transporter les VEs qui s’y retrouvent, ce qui pourrait expliquer pourquoi la
concentration de VEs dans la lymphe en conditions pathologiques est augmentée. Puisque notre
laboratoire a démontré que la dysfonction lymphatique associée aux stades précoces du
développement de 1’athérosclérose touche a priori la capacité des vaisseaux collecteurs a
propulser la lymphe, nous croyons que I’accumulation de VEs dans la lymphe serait d’abord
due a ce défaut des vaisseaux collecteurs. Ainsi, les VEs seraient d’abord absorbés correctement
par les vaisseaux lymphatiques initiaux, mais s’accumuleraient progressivement dans la lymphe
en absence d’un mécanisme de propulsion lymphatique efficace. L’accumulation de VEs dans
la 1ésion athérosclérotique avancée?! serait causée par un moins bon drainage par les vaisseaux
lymphatiques due a la dysfonction lymphatique observée dans ces mémes conditions®!*. Les

causes de ce mauvais fonctionnement des vaisseaux lymphatiques collecteurs lors de

I’athérosclérose font présentement I’objet d’études dans notre laboratoire : la capacité de
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contraction des vaisseaux lymphatiques de méme que la perméabilité de ces derniers seraient
des causes potentielles. Puisque la perméabilité endothéliale est augmentée en situation
d’inflammation, nous croyons qu’un reflux de sang dans la lymphe pourrait alors se produire au
niveau de la veine sous-claviére, l1a ou le contenu de la lymphe se déverse dans la circulation
sanguine**, Comme les VESR sont associées avec 1’augmentation du stress oxydatif pouvant
mener & I’augmentation de la perméabilité endothéliale, il est possible que la présence de VECR
et leur production de ROS dans les Iésions athérosclérotiques soient une cause potentielle de

cette augmentation de la perméabilité endothéliale*!*3

. Considérant le role préétabli des
plaquettes dans le maintien de I’intégrit¢ lymphatique via les interactions entre le récepteur
CLEC-2 et la podoplanine™, et leur adhésion aux LECs, qui est potentiellement impliquée dans
le rétablissement de la fonction lymphatique lors de 1’athérosclérose, nous croyons que la
présence augmentée de VEFLT dans la lymphe lors de I’athérosclérose soit quant-a-elle
impliquée dans le rétablissement de I’intégrité lymphatique (Apolipoprotein A-1 Modulates
Atherosclerosis Through Lymphatic Vessel-Dependant Mechanisms in Mice en annexe)*>*. Ces
évidences suggerent que 1’accumulation massive de VEs dans la paroi des arteres lors de

I’athérosclérose pourrait s’avérer une cause, mais aussi une conséquence de la mauvaise

absorption par les vaisseaux lymphatiques de 1’adventice.

1.4 Résumé des connaissances sur le sujet

1. L’athérosclérose est caractérisée par I’accumulation de cholestérol dans la paroi
artérielle, ce qui déclenche une réponse immunitaire inadéquate durant laquelle
I’activation et I’apoptose cellulaire joue un rdle crucial, résultant souvent dans la
formation de vésicules submicroniques nommées vésicules extracellulaires (VEs).

2. Plusieurs types cellulaires, tels que les cellules endothéliales, les plaquettes et les
globules rouges, peuvent relacher des VEs au sein méme des 1ésions athérosclérotiques.

3. Certains sous-types de VEs sont associés a une exacerbation de la dysfonction
endothéliale et a la progression subséquente de I’athérosclérose.

4. Le cholestérol de la plaque est mobilisé hors de la paroi artérielle préférentiellement par
les vaisseaux lymphatiques situés dans 1’adventice de la paroi artérielle afin de quitter la

lésion athérosclérotique lors du transport inverse du cholestérol.
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5. Des vésicules extracellulaires d’origines hétérogénes et analogues a leurs ratios de
concentration dans le sang et la 1ésion athérosclérotique sont présentes dans la lymphe.
6. La présence de vésicules extracellulaires dans la lymphe est plus abondante chez des

souris athérosclérotiques.

1.5 Hypothese et objectifs de I’étude

Considérant les informations mentionnées précédemment, nous émettons 1’hypothese
que, dépendamment de leurs origines, I’accumulation massive de vésicules extracellulaires
dans la paroi des artéres peut étre simultanément une cause et une conséquence de la
mauvaise absorption par les vaisseaux lymphatiques de ’adventice lors du développement

de I’athérosclérose (Figure 1.1).

Transport lymphatique amélioré Transport lymphatique altéré

- - —— - -
- — - =
-

. .

Circulation sanguine

Cellules endothéliales .

sanguines Ko '. .

Intima (lesion) =— 2ot o .'\0 % .0.: - '. 2T )

'. y = 4 . . . =
= — — —— Cellules musculaires lisses —— \ -\ . -

— — = -= - . Adventice o= — "'\ \ —— ._& =

__ | Vaisseaux lymphatiques initiaux
(absorption)

Vésicules extracellulaires
dérivées de plaquettes

Vésicules extracellulaires
Vaisseaux lymphatiques collecteurs dérivées de globules rouges,
(propulsion de la lymphe) plaquettes, cellules endothéliales |

Figure 1.2 Hypothése de recherche du présent mémoire. Les vésicules extracellulaires
dérivées de plaquettes seraient impliquées dans le maintien de D’intégrité des vaisseaux
lymphatiques. En conditions pathologiques, 1’absorption des vésicules extracellulaires
contenues dans la 1ésion athérosclérotique et leur accumulation dans la lymphe contribuerait a
accentuer la dysfonction lymphatique observée dans ces mémes conditions, ces effets seraient
notamment causés par les vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges.
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Le role des vésicules extracellulaires dans I’intégrité du systeme lymphatique demeure
inconnu. Nous nous sommes donné comme objectif global de poursuivre la recherche sur
I’implication des vésicules extracellulaires dans la dysfonction lymphatique reliée a
I’athérosclérose en investiguant si et comment les VEs dérivées de globules rouges et de

plaquettes peuvent affecter I’intégrité des cellules endothéliales lymphatiques in vitro.

Afin de vérifier notre hypothése, mon projet de maitrise s’est développé en plusieurs
¢étapes :

- Produire et quantifier des vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges et
dérivées de plaquettes a partir de cellules prélevées chez des volontaires sains.

- Mesurer ’adhésion et I'internalisation des VEs dérivées de globules rouges et de
plaquettes par des cellules endothéliales lymphatiques in vitro.

- Evaluer les effets des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes sur I’intégrité des
cellules endothéliales lymphatique in vitro. Pour ce faire, des tests ont été mis au point
afin d’évaluer les effets d’un traitement de I’endothélium lymphatique avec des VEs
dérivées de globules rouges et/ou de plaquettes sur les fonctions suivantes :

1. Laviabilité
La prolifération
Le cycle cellulaire
La migration
La production d’espéces réactives d’oxygeéne

La mort cellulaire par apoptose ou par nécrose

U

La perméabilité
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Chapitre 2 : Matériel et Méthodes
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2 Matériel et méthodes

2.1 Prélévements sanguins chez les volontaires sains

Dans un premier temps, des sujets de 18 ans et plus, ne souffrant pas de maladie inflammatoire
et/ou cardiovasculaire, et n’ayant pas consommé de médicaments antiplaquettaires ou
antiinflammatoires pouvant affecter les cellules sanguines (Aspirine, Tylénol, Motrin, Advil)
ainsi que toute forme d’antihistaminique (Bénadryl, Sudafed, Claritin) dans les 20 jours
précédant le prélévement sanguin, ont été recrutés pour participer a 1’étude et ont fourni leur
consentement éclairé sur une base volontaire. Ce protocole avait préalablement été approuvé
par le comité d’éthique a la recherche de I’Institut de Cardiologie de Montréal. Le sang de ces
volontaires sains a ensuite été prélevé dans des tubes contenant une solution anticoagulante a
base d’acide acétique, citrate de sodium et dextrose, appelée ACD (acid citrate dextrose), puis
centrifugé a 280 g pendant 10 minutes (température piece, sans frein), dans le but de séparer les
globules rouges (ou érythrocytes) des autres composantes sanguines, telles que les leucocytes,

les plaquettes et le plasma!>4.

2.2 Production de vésicules extracellulaires a partir de globules
rouges sanguines
Dans le but de produire des VEs dérivées d’érythrocytes, la fraction de sang contenant les

globules rouges a été¢ soumise a un choc osmotique en incubant 2 ml de cette fraction dans 500
ml d’eau distillée et déionisée pendant 10 minutes a température piece (Figure 2.1, A). La
réaction fut arrétée par I’ajout de 55 ml de PBS 10x pour rétablir ’osmolarité. La solution de

PBS 1x contenant les VEs a été aliquotée et conservée a -80°C jusqu’a utilisation'>*,

2.3 Production de vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes
circulantes
Dans le but de produire des VEPLT, de I’ACD (Dextrose 4,9mg/ml, citrate de sodium 4,4 mg/ml,

acide citrique anhydre 1,46 mg/ml) et un chélateur de calcium, I’acide
éthylenediaminetétraacétique (EDTA, 2mM) ont été ajouté a la fraction sanguine contenant le

plasma riche en plaquettes (PRP) dans le but de prévenir I’agrégation plaquettaire. Le PRP a



ensuite été centrifugé a 400 g pendant 5 minutes (température piece), et le surnageant contenant
les plaquettes a été centrifugé a 1300 g pendant 5 minutes (température piece). Les plaquettes
ont été resuspendues dans 2 ml de tampon Tyrode pH 6,5, une solution physiologique
normalement utilisée pour prévenir I’activation plaquettaire, puis comptées et resuspendues a
100x10° plaquettes/ml dans du tampon Tyrode pH 7,4 supplémenté en CaCl (5 mM) pour
stimuler I’activation. Les plaquettes ont ensuite été activées avec de la thrombine (0,5 U/ml), un
agoniste plaquettaire qui agit en se liant aux récepteurs activés par la protéinase (PAR), pendant
deux heures a 37°C, puis I’activation a été arrétée en y ajoutant 20 mM d’EDTA. La solution a
été centrifugée a 2000 g pendant 10 minutes a deux reprises afin d’¢éliminer les plaquettes
restantes. Le surnageant contenant les VEPLT a été récolté, puis ultracentrifugé pendant 90
minutes a 18 000 g (18°C) dans des seaux oscillants. Le culot contenant les VEPLT a été
resuspendu dans du tampon Tyrode pH 7,4 supplémenté en CaCl> (SmM) et conservées a -80°C

jusqu’a utilisation (Figure 2.1, B)!>,

‘-,--A Q : J Activation

’,‘" — Thrombine="

y, = __!:. (37°C, 2 heures)
® /
1 Plasma
Isolation plaquettes ;

- By — 18000 x g (90 minutes)
%_} Erythrocytes B
_.-.' - __?.f \ {

282 x g (10 minutes)

Choc osmotique e
(10 minutes) + PBS 10X

Figure 2.1 : Production de vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes et de globules

rouges circulants
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2.4 Détermination de la taille des vésicules extracellulaires
dérivées de cellules sanguines circulantes

La taille des vésicules ainsi générées a été évaluée grace a une analyse du suivi individuel de
particules (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA), ce test exploite les propriétés de la lumicre
diffusée et du mouvement Brownien pour calculer la distribution de taille des particules en
suspension dans un liquide donné'>®. Les VEs ont été diluée dans du PBS (1/10), puis 3 vidéos
de 60 secondes ont été utilisés pour déterminer le diametre des VEs. Un cytométre en flux a
haute sensibilit¢ BD FACSCelesta équipé d’un filtre 405/10 sur le laser violet en substitution
au filtre de 405 nm dans le but d’améliorer la sensibilité et la précision de 1’appareil, a aussi été
utilisé. L’estimation de la taille des VEs a été déterminée a I’aide de billes de silice de tailles

prédéterminées de 0,16 um, 0,20 pm, 0,24 pm et 0,5 um (Megamix-Plus SSC, BioCytex).

2.5 Quantification des vésicules extracellulaires par cytométrie en

flux
Les VECSR et VEPLT ont été quantifiées par cytométrie en flux BD FACSCelesta grace a ’ajout

d’un nombre connu de microspheres de polystyréne de 3 um de diamétre a chaque échantillon
(MP-Count Beads, BioCytex).

2.6 Identification des sous-types de vésicules extracellulaires par

cytométrie en flux
Dans le but d’identifier le phénotype des VEs préalablement isolées, les VEPLT et VESR ont été

marquées pendant 30 minutes a 37°C avec des anticorps anti-CD62p (ou p-sélectine, Biolegend)
marquant les plaquettes activées et anti-CD235a (BD Biosciences) marquant les globules
rouges, respectivement. Le marquage a été effectué dans un tampon contenant de ’'HEPES (10
mM), du NaCl (140 mM) et du CaCl» (2,5 mM), aussi appelé tampon annexin V, et filtré a I’aide
d’un filtre 0,2 um. Les VEs ont également ét¢ marquées avec le marqueur d’estérase active
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester, eBioscience, 5 uM), ajouté durant les 15
derniéres minutes de marquage. Une fois dans la cellule, le groupement acétate du CFSE est
clivé par les estérases pour générer une coloration fluorescente pénétrant la membrane cellulaire.
Un détergent, le Triton X-100 (0,05%), a été ajouté aux tubes contrdles afin de dissoudre les

bicouches lipidiques et confirmer 1’observation de vésicules de provenance cellulaire.
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2.7 Culture cellulaire

Des cellules microvasculaires endothéliales lymphatiques dermales adultes primaires
(HMVEC-dLyAd) (Lonza) ont été cultivées dans du milieu de culture pour cellules
endothéliales (EGM-2, Lonza) (MV2, PromoCell). Les cellules ont ét¢ conditionnées dans du
milieu de culture dépourvu de VEs pendant au moins 4 heures avant les traitements. Les cellules
furent traitées avec 2x10° VESR/ml ou 1x10% VEPLT/ml, des concentrations physiologiques
observées chez la souris®’. Les véhicules, soit le PBS et le tampon Tyrode, ont été utilisés
comme controle pour les traitements avec VESR et VEPLT, respectivement. Les cellules ont été
utilisées jusqu’au septieéme passage. Afin de générer du milieu dépourvu de VEs, le FBS a été
centrifugé a 50 000 g pendant 15 minutes a 4°C, puis centrifugé a 200 000 g pendant 18 heures

a 4°C avant d’étre filtré avec un filtre 0,22 um et ajouté au milieu non reconstitug.

2.8 Mesure de I’adhésion des vésicules extracellulaires sur les
LECs

La microscopie par immunofluorescence et la cytométrie en flux ont été utilisées pour évaluer
I’adhésion des VEOR et des VEPLT aux LECs in vitro. Dans un premier temps, le Cellvue Claret
Far Red Fluorescent Cell Linker Kits a été utilisé pour marquer les VEs pour la microscopie
selon les recommandations du manufacturier'®s, Cette technique permet de marquer la
membrane en incorporant un colorant fluorescent dans sa portion membranaire. Les VEs ainsi
marquées ont ensuite été récoltées par ultracentrifugation a 18 000 g durant 90 minutes a 18°C
ou a 100 000 g durant 90 minutes a 4°C pour les VEPLT ou VESR, respectivement. Des
concentrations physiologiques* de VESR (2x10/ml) et de VEPLT (1x10%/ml) respectivement,
ont été ajoutés a une monocouche de HMVECs confluente a 100% pour des périodes de 1, 2, 4,
8 et 16 heures. Les véhicules, soit le PBS et le tampon Tyrode, ont été utilisés comme contrdle

pour les traitements avec VEGR et VEPLT

, respectivement. Suivant la coincubation, les cellules
ont été lavées avec du milieu de culture sans phénol, fixées avec du paraformaldéhyde 1% durant
15 minutes, puis marquées avec le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole), une molécule
fluorescente qui se lie a I'ADN pour ainsi mettre en évidence les noyaux cellulaires. Trois images
aléatoires par pétri ont été prises par microscopie a fluorescence avec un microscope confocal
LSM 710 (Zeiss) équipé avec un objectif 963/1.4 oil dic. Les images ont été analysées a I’aide

du logiciel Image-J et I’aire occupée par les VEs a été normalisée par rapport au nombre de

30



cellules par champs. Pour ’analyse par cytométrie en flux (BD FACSCelesta), les VESR et
VEPLT ont été marquées au CFSE, tel que décrit précédemment dans la section Identification
des sous-types de vésicules extracellulaires par cytométrie en flux, puis mises en culture avec
des HMVECs confluente a 100% pour des périodes de 1, 2, 4, 8 et 16 heures. Suivant la
coincubation, le surnageant a été récolté, et les cellules ont été¢ détachées avec de la trypsine, qui
fut ensuite neutralisée par 1’ajout de trypsin neutralizing solution (TNS). Les cellules et les
vésicules contenues dans le surnageant ont été marquées avec des anticorps ciblant le VEGFR3,
le CD235a et le CD62p dans le but d’identifier les cellules ou VEs de provenance de cellules
endothéliales lymphatiques, d’érythrocytes, ou de plaquettes, respectivement. Les analyses ont

été effectuées au cytometre en flux.

2.9 Mesure de la viabilité

Le test du MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, Trevigen) a
été utilisé pour évaluer ’effet des VER ou des VEPLT sur la viabilité des LECs. Ce test vise a
mesurer la conversion du sel de tétrazolium en formazan par les enzymes mitochondriales. Les
cellules ont été cultivées (7,5 x 10*/puit) dans des plaques de 96 puits. Suivant les traitements
dans un volume total de 100 pl, 10 pul de sel de tétrazolium a été ajouté et les cellules ont incubé
a ’obscurité a 37°C. Apres 4 heures, 200 ul de diméthylsulfoxyde (DMSO) a été ajouté dans le
but de dissoudre les cristaux de formazan et les cellules ont incubé a température pieéce pendant
la nuit. L’absorbance a 570 nm a ensuite ét¢ mesurée a I’aide d’un lecteur de plaque (Synergy
2).

2.10 Mesure de la prolifération

Les LECs ont été cultivées (3,8x10%puit) dans des plaques de 12 puits jusqu’a confluence de
80%, puis traitées avec les VEs. Suivant les traitements, les cellules ont été fixées avec du PFA
2%, marquées avec un anticorps primaire anti-Ki-67 (Abcam), un antigéne présent sur une
protéine nucléaire exprimée par les cellules en prolifération, puis marquées avec un anticorps
secondaire Alexa Fluor anti-488 (Jackson) et DAPI. Elles ont ensuite été analysées par
microscopie par immunofluorescence avec un microscope LSM 710 (Zeiss). Trois images
aléatoires ont été prises par puits. Les images ont été analysées a ’aide d’Image-J et le

pourcentage de cellules positives en Ki-67 a été utilisé pour évaluer la prolifération.
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2.11 Analyse du cycle cellulaire

Les LECs ont été cultivées (9,6x10%/puit) dans des plaques de 6 puits jusqu’a confluence de
80%, puis traitées. Le DMSO (5%) a été utilisé comme controle négatif. Les cellules ont ensuite
été passées, puis fixées et conservées dans de 1’éthanol 70% froid a 4°C jusqu’a utilisation. Le
jour de I’analyse, les cellules ont été lavées dans du PBS froid, puis marquées a 1’iodure de
propidium (0,05mg/ml) (Biotium) dans un tampon (0,1% sodium citrate, 0,1% Triton X-100).
Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux (BD Celesta), et les phases du cycle

cellulaire ont été établie par I’intensité de signal de I’iodure de propidium.

2.12 Mesure de la migration

Les LECs ont été cultivées (7,6x10%/puit) dans des plaques de 12 puits jusqu’a confluence de
100%. Un trait a été appliqué a 1’aide d’un embout de pipette 1 ml transversalement au centre
de la monocouche de cellules, dans le but de libérer cet espace de toutes cellules. Les cellules
encore adhérées ont ensuite été lavées avec du PBS, puis traitées avec des VEs dans un milieu
supplémenté en FGF (50 ng/ml) (R&D System) et en VEGF-C (100 ng/ml) (R&D System) tel

que rapporté dans la littérature!>’

. Des photos de la blessure ont été prises avant les traitements
et suivant 4 et 24 heures de traitement. La migration a été évaluées par le pourcentage de la
blessure initiale recouverte par des HMVECs apres les traitements de durée donnée. Les images

ont été analysées a I’aide d’Image-J.

2.13 Mesure de la production d’espéces réactives d’oxygeéne

intracellulaires
Pour mesurer la production de ROS, les cellules ont été cultivées (2,5x10%/puit) dans des plaques

de 96 puits, puis traitées. La pyocyanine (10 uM) (Sigma) a été utilisée comme contrdle positif
de production de ROS. Elles ont ensuite ét¢é marquées avec le CMH2DCF-DA (2°-7’-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, Invitrogen) pendant 30 minutes a 37°C!%. Le dosage de
la production de ROS a ensuite été effectué¢ dans du milieu de culture frais sans CMH2DCF-
DA. L’intensité de fluorescence a été¢ mesuré a I’aide d’un lecteur de plaque Synergy 2 a chaque
1,13 minute, durant une heure. La mesure de la production de ROS intracellulaire a été
effectuées sur des HMVECs en présence de VEs. Elle a également été effectuée sur des

HMVECs ayant coincubé avec des VEs pendant 2, 4 ou 24 heures, suivant leur lavage avec du
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milieu non traité pour éliminer les VEs non adhérées ou intégrées. Les données ont été
normalisées par rapport aux HMVEC traitées avec le véhicule contrdle. La méme procédure a
été utilisée pour mesurer la production de ROS par les VEPLT (1x10° VEs/ml) et par les VEOR
(2x10° VEs/ml) dans du PBS, avec ou sans superoxyde dismutase (100 U/ml) (Alfa Aesar), une
enzyme antioxydante utilisée pour valider la présence de ROS. Les données ont été normalisées

par rapport au véhicule controle dilué et marqué avec du CMH2DCF-DA dans du PBS.

2.14 Evaluation de I’apoptose et de la nécrose

L’apoptose a été mesurée et confirmée de plusieurs fagons. Dans un premier temps, 1’activation
de la caspase 3, une protéase dont I’activation est impliquée dans I’initiation de 1’apoptose
cellulaire, a été mesurée dans des HMVECS cultivées dans des plaques de 12 puits (3,8x10%/puit)
jusqu’a confluence de 80%. La campthothécine (2 uM) (G-Biosciences) a été utilisée comme
controle positif. Les cellules ont été passées et lavées dans du PBS (2% FBS), puis fixées et
perméabilisées a I’aide du Transcription Factor Buffer Set (BD Pharmigen). Les cellules ont été
marquées avec un anticorps anti-caspase 3 activée (40 pl/ml) (BD Biosciences) pendant 20
minutes a température picce, puis lavées dans du tampon de perméabilisation et resuspendues
dans du tampon PBS (2% FBS). Les cellules ont ensuite ét¢ analysées par cytométrie en flux
(BD, Celesta) et I’activation de la caspase 3 a été évaluées par le pourcentage de cellules
marquées. Dans un deuxi¢me temps, I’apoptose a aussi été¢ mesurée en évaluant I’externalisation
de la phosphatidylsérine des LECs suite au traitement avec les VEs. Pour ce faire, les LECs ont
été cultivées (3,8x10%/puit) dans des plaques de 12 puits jusqu’a confluence de 80%, puis
traitées. La dexaméthasone (10 uM) (G-Biosciences) a ét¢ utilisée comme controle positif. Les
cellules ont ensuite été passées, lavées dans du tampon d’annexin V, puis marquées avec I’iodure
de propidium (2,5 pg/ml) et un anticorps anti-annexin V (20 ul/ml) (BD Biosciences),
reconnaissant la phosphatidylsérine. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (BD,
Celesta). Les cellules positives en iodure de propidium, mais négatives en annexin V, ont été
considérées comme nécrotiques. Les cellules positives en annexin V ont été considérées comme

apoptotiques.
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2.16 Evaluation de la perméabilité endothéliale

Les LECs ont été cultivées (5,0x10%/inserts) sur des inserts de culture cellulaire Transwell (pores
de 0,4 um) pour plaques de 24 puits jusqu’a confluence de 100%, puis traitées avec les VEs. Le
TNF-alpha (10 ng/ml) a été utilis¢ comme contrdle positif afin d’augmenter la perméabilité
endothéliale. Lors de la culture et lors des traitements, le milieu de culture ou le milieu traité ont
été ajouté dans I’insert et dans le compartiment inférieur afin que les deux cotés de la cellule
soit exposés au milieu donné. La perméabilité, soit la capacité d’une large molécule a traverser
la monocouche de cellules, a été ensuite évaluée en ajoutant I’albumine conjugué a 1’ Alexa Fluor
488 (Invitrogen) (50 ng/ml) diluée dans du milieu de culture sans phénol dans I’insert durant 20
minutes a température piece, puis dosée dans le compartiment inférieur avec un lecteur de

plaque Synergy 2.

2.17 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel Prism. Le test de statistique non
paramétrique Mann Whitney non pairé a été utilisé pour tous les tests, a I’exception du test de
perméabilité, dans lequel le test de Student non pairé fut utilisé. La valeur P<0,05 a été considéré

comme significative.
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Chapitre 3 : Résultats
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3. Résultats

3.1 : Production efficace de vésicules extracellulaires dérivées de
globules rouges ou de plaquettes a partir de sang humain
Dans le but de caractériser leurs effets sur une monocouche de cellules endothéliales

lymphatiques en culture, nous avons d’abord produits des populations de VESR et de VEPLT &
partir de globules rouges et de plaquettes, respectivement, isolées du sang de volontaires sains,
tel que décrit dans la section Matériel et méthodes (Figure 2.1). Afin de confirmer 1’obtention
de populations purifiées de vésicules d’origine cellulaire, nous avons quantifié et caractérisé les
VEs produites a 1’aide d’un cytométre en flux spécialisé dans I’analyse de particules aussi petites
que 100 nm (FACS Celesta). Nous avons d’abord fait I’acquisition au FACS des microbilles de
silice de dimensions fixes allant de 160 a 500 um afin d’établir la taille des VEs produites et des
microbilles de polystyréne de 3 um de concentration connue afin d’en estimer la concentration
(Figure 3.1 A). Nous avons doublement marqué les populations de VEs avec le marqueur
d’estérase active CFSE ainsi qu’avec un marqueur de surface spécifique, soit CD235a ou CD62p
(P-sélectine) pour les VESR et VEPLT, respectivement (Figure 3.1 B-C). Nous avons également
utilisé le Triton X-100 pour dissoudre les membranes lipidiques et confirmer I’obtention de
vésicules de provenance cellulaire (Figure 3.1 D-E). Les VESR produites (Figure 3.1 B)
mesuraient entre 100 et 300 nm et semblaient plus petites que les VEPLT dont la taille variait
beaucoup plus et atteignaient des valeurs allant de 100 a 700 nm (Figure 3.1 C). Les échantillons
avaient pratiquement tous des concentrations de 107 VEs/ml (Tableau supplémentaire 1). Afin
de confirmer les observations obtenues par cytométrie en flux, nous avons également analysé
certains échantillons de VEs produites par NTA (Figure 3.1 F-G). Les tailles observées par NTA

EPLT

correspondaient a celle observée par cytométrie en flux. Les échantillons de V contenaient

¢galement plusieurs sous-populations de VEs de taille différentes (Figure 3.1 G). Contrairement

aux VEPLT

produites in vitro, ’analyse par NTA d’un échantillon de VEs isolées du sang de
patient a démontré la présence de VEPLT dont la taille variait beaucoup moins et demeurait

majoritairement inférieure a 300 nm (Figure supplémentaire 1).
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Figure 3.1. Quantification et caractérisation des échantillons de VEs dérivées de globules
rouges et de plaquettes. Les VECR et VEPLT ont été quantifiées et caractérisées par cytométrie
en flux (BD Celesta). (A) Des billes de polystyréne de 3 um (encadré du haut) ont été utilisées
pour estimer la concentration des VEs, et des microbilles de silice de taille de 160, 200, 240 et
500 nm (encadré du bas) ont été utilisées pour établir la taille des VEs dans chaque échantillon.
Les VEs ont été identifiées comme positives au CFSE ainsi qu’au CD235a ou au CD62p pour
(B) les VESR ou (C) les VEPLT de plaquettes, respectivement. Le Triton X-100 (0,05%) a été
utilisé pour dissoudre les membranes lipidiques et confirmer I’obtention (D) de VESR ou (E) de
VEPL, Certains échantillons (F) de VESR ou (G) de VEPT ont également été analysés par

nanoparticle tracking analysis pour en estimer la taille.
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3.2 : Les cinétiques d’adhésion et d’internalisation des vésicules
extracellulaires dérivées de globules rouges different de celles des
vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes in vitro

Afin de vérifier si nos deux populations de VEs produites peuvent adhérer sur un endothélium

lymphatique et étre internalisées par les cellules endothéliales, nous avons effectué une cinétique
d’adhésion des VESR ou VEPLT sur des HMVECS cultivées in vitro. Nous avons marqué les VEs
a I’aide du marqueur membranaire a base d’éthanol Cellvue Claret, puis les avons coincubé avec
des HMVECs pour des durées allant de une heure a 16 heures avant d’en faire I’analyse par
immunofluorescence (Figure 3.2 A-D). Nous avons pu observer que les VESR ont adhéré
progressivement aux HMVECs pour étre internalisées, et semblaient s’accumuler autour du
noyau jusqu’a 16 heures (Figure 3.2 A-B). Les VEPLT ont adhéré progressivement aux HMVECs
jusqu’a 4 heures, ou elles s’accumulaient dans le cytoplasme et également autour du noyau
(Figure 3.2 D). Par contre, leur présence dans la cellule chutait drastiquement par la suite jusqu’a
16 heures (Figure 3.2 D-E). Contrairement aux VESR, ces derniéres semblaient parfois
s’accumuler et former des réseaux sur les jonctions entre les cellules de la monocouche. Nous
avons ensuite confirmé cette cinétique d’adhésion par cytométrie en flux. Nous avons alors
effectué la méme cinétique qu’en immunofluorescence, mais avons détaché les HMVECs avec
de la trypsine, puis marqué les cellules pour I’analyse au cytometre en flux. Nous avons alors
pu observer une accumulation progressive de VECR i la surface des HMVECS jusqu’a 16 heures
(Figure 3.2 C) ainsi qu’une accumulation progressive de VELT a la surface des HMVECs
jusqu’a 4 heures suivi d’une diminution de cette accumulation jusqu’a 16 heures (Figure 3.2 F),
confirmant les observations effectuées par immunofluorescence. Ces résultats confirment que
les VEOR et VEPLT semblent adhérer et étre intégrées de maniére et a une vitesse différente sur
les HMVECs. La dégradation des VECR demeurent a étre observée, potentiellement suivant des

temps d’incubations supérieurs a 16 heures.

38



A RIS

Pl No EVs

Figure 3.2. Adhésion et internalisation des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes
sur les HMVECs. Images représentatives de la cinétique d’adhésion/internalisation (A) des
VE®R ou (D) des VEP sur des HMVECsS effectué par microscopie par immunofluorescence
(Bleu : Dapi; Rouge : VEs). Quantification de I’aire totale occupée par (B) les VESR ou (E) les
VEPLT normalisée par le nombre de cellules observés en (A) et (D) respectivement. Cinétique
d’adhésion/internalisation (C) des VE“R ou (F) des VEPM' sur HMVECs analysées par
cytométrie en flux (BD, Celesta) et exprimée par moyenne d’intensité de fluorescence. Echelle

=10 pum; N= 1-2 par groupe.
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3.3 : Les vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes causent la
diminution de la prolifération des HMVECs

Pour déterminer si les VEs ont un effet sur la viabilit¢ et le métabolisme des cellules
endothéliales lymphatiques, nous avons utilis¢ le test MTT permettant la mesure du
métabolisme cellulaire par la quantification de la réduction du sel de tétrazolium (bromure de
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) en formazan par les enzymes
mitochondriales (Figure 3.3 A-B). Le traitement des HMVECs avec des VESR n’a pas eu d’effet
significatif sur la viabilité cellulaire suivant 4 heures (Figure supplémentaire 2) et 24 heures
(Figure 3.3 A) en comparaison aux HMVECs traitées avec le controle. Contrairement aux VEOR,
le traitement des HMVECs avec des VEPLT a causé une diminution de la viabilité cellulaire
suivant 4 heures (Figure supplémentaire 2) et 24 heures en comparaison aux HMVECSs traitées
avec le contrdle. Afin de déterminer si cette diminution de la viabilité se présentait de concert
avec une diminution de la prolifération cellulaire, nous avons marqués les HMVECs traitées
avec un anticorps détectant I’antigéne ki-67, un marqueur nucléaire de prolifération (Figure 3.3
C). Le traitement des HMVECs avec des VER n’a pas eu d’effet significatif sur la prolifération
suivant 24 heures en comparaison aux HMVECs traitées avec le contrdle (Figure 3.3 D), alors
que le traitement des HMVECs avec des VEPLT a causé une diminution significative de la
prolifération suivant 24 heures en comparaison aux HMVEC:s traitées avec le controle (Figure
3.3 E). Dans le but d’établir si la diminution de la viabilité¢ est également causée par une
augmentation de la mort cellulaire, et sur quelle(s) phase(s) du cycle cellulaire se traduisait
’effet des VEOR et VEPLT sur la prolifération, nous avons marqué I’ADN des HMVECs traitées
avec ’iodure de propidium et avons analysé le cycle cellulaire par cytométrie en flux (Figure
3.3 F). Le traitement des HMVECs avec des VESR n’a causé aucune variation significative dans
aucune des phases du cycle cellulaire des HMVECs suivant 4 heures (Figure supplémentaire 2)
et 24 heures (Figure 3.3 G) en comparaison aux HMVECSs traitées avec le controle, alors que le
traitement des HMVECs avec des VE'T a causé une diminution significative du nombre de
cellules en phase S suivant 24 heures (Figure 3.3 H). Aucun des deux sous-types de VEs n’ont
causé¢ de variations significatives de I’apoptose cellulaire (Figure 3.3 G-H). Ces résultats
suggérent que les VESR en concentration physiologique n’altérent pas le déroulement du cycle
cellulaire des HMVECS in vitro, alors que les VEPLT en concentration physiologique causeraient
une diminution de la prolifération des HMVECs se traduisant potentiellement par 1’inhibition

de la réplication de leur ADN lors de la phase S in vitro.
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Figure 3.3. Effets des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes sur la viabilité, la
prolifération et le cycle cellulaire des HMVECs. Effets (A) des VESR ou (B) des VEPLT
sur la viabilit¢ des HMVECs suivant 24 heures. (C) Image représentative d’un
marquage au Ki-67 en microscopie par immunofluorescence (Bleu : Dapi; Vert : Ki-
67). Quantification de la prolifération des HMVECs suite au traitement de 24 heures avec (D)
des VESR ou (E) des VEPLT, (F) Tracé représentatif du cycle cellulaire des HMVECs
tel que détecté par cytométrie en flux (BD, Celesta). Effets (G) des VESR ou (H) des
VEPLT sur le cycle cellulaire des HMVECS suivant 24 heures. N= 6-7 par groupe; *
p<0,05 et ** <0,01. Testde Mann Whitney non pairé.
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3.4 : Les vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges et de

plaquettes n’ont pas d’effet sur la capacité de migration des
HMVECs

Tout comme la prolifération, la migration des LECs est primordiale pour la formation de
nouveaux vaisseaux lymphatiques lors de la lymphangiogénése. Nous avons voulu évaluer si
les VEs avaient des effets sur la migration des HMVECs. Nous avons effectué¢ un test de
cicatrisation et régénération (Figure 3.4 A) durant lequel la capacité des HMVECs a migrer pour
recouvrir la blessure volontaire fut évaluée en présence de VESR ou VEPLT. Etonnamment,
malgré la diminution de la prolifération des HMVECs causée par les VEPLT, aucun des deux
sous-types de VEs n’a affecté significativement la capacit¢ de migration des HMVECs en

comparaison avec leur contrdle respectif (Figure 3.4 B-C).
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Figure 3.4. Effets des vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges et de plaquettes
sur la migration des HMVECs. (A) Images représentatives de la blessure volontaire initiale et
son recouvrement par les cellules suivant 24 heures. Quantification de la migration des
HMVECs en présence (B) de VEOR ou (C) de VEPLT suivant 24 heures. La migration
a été évaluée par 1’aire de la blessure initiale nouvellement recouverte par les

HMVECs suivant les traitements (%). N= 6 par groupe; Test de Mann Whitney non
pairé.
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3.5 : Les VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes causent
I’augmentation et la diminution de la production d’especes
réactives d’oxygeéne par les HMVECsS, respectivement

Il est fréquemment rapporté dans la littérature que les VEs peuvent jouer un rdle dans la

modulation du stress oxydatif chez les cellules endothéliales sanguines'>®. Comme il a
¢galement été rapporté que les especes réactives d’oxygene inhibent la contraction des vaisseaux
lymphatiques, nous avons évalué I’effet des VEs sur la production de ROS par les cellules
endothéliales lymphatique in vitro'>®. Nous avons d’abord évalué si les VEs produites in vitro
peuvent produire elles-mémes des ROS. Nous avons alors dilué les VESR et VEPLT 3
concentration physiologique dans du PBS*, puis avons mesuré leur production de ROS par
cinétique suivant leur marquage avec le CMH2DCF-DA, un marqueur servant a la mesure des
ROS intracellulaires (Figure 3.5 A-B). Les deux sous-types de VEs ont généré une production
de ROS, mais les VECR (Figure 3.5 A) en ont produit a des niveaux dix fois plus élevés que les
VEPLT (Figure 3.5 B). L’addition de 1’enzyme antioxydante superoxyde dismutase (SOD) fut
utilisé pour confirmer la présence de ROS, car il était impossible d’enlever le CMH2DCF-DA
sans enlever également les VEs en suspension. L’ajout de la SOD a causé une diminution de la
production de ROS chez les deux sous-types de VEs, générant méme des valeurs sous le seuil

de détection chez les VEPLT, et confirme ainsi la mesure d’espéce réactive d’oxygéne.

Nous avons ensuite voulu savoir si ces VEs peuvent directement moduler le stress oxydatif local
chez les HMVECs. Nous avons alors mesuré¢ la production de ROS par les HMVECs en
présence ou non de VESR (Figure 3.5 C) et de VET (Figure 3.5 D). Les VECR ont causé une
augmentation significative de la production de ROS en comparaison avec le contrdle (Figure
3.5 C). Toutefois, malgré leur légére production de ROS, les VEPLT ont causé une diminution
significative de la production de ROS lorsque coincubées avec les HMVECs en comparaison
avec le controle (Figure 3.5 D). Nous avons par la suite voulu déterminer si les VEs peuvent
moduler la production de ROS par les HMVECs suivant leur internalisation. Nous avons traité
les HMVECs avec des VEOR et des VEPLT durant 2, 4 et 24 heures. Nous avons ensuite retiré le
milieu contenant les VEs et lavé les cellules avec du milieu non traité avant de procéder au
marquage avec le CMH2DCF-DA et a la mesure de la production de ROS (Figure 3.5 E-F). Les
VESR ont causé une augmentation significative de la production de ROS par les HMVECs

suivant des coincubations dés 2 heures et jusqu’a 24 heures, en comparaison avec le contrdle
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(Figure 3.5 E). Les VEPLT ont causé une diminution significative de la production de ROS par
les HMVECs suivant une coincubation de 24 heures en comparaison avec le contrdle (Figure
3.5 F). Ces résultats suggérent que les VESR et VEPLT peuvent moduler directement le stress
oxydatif local chez les HMVEC:s et la production de ROS par les HMVECs a long terme. Les
VE“R semblent avoir un effet néfaste en causant une augmentation du stress oxydatif local et de
la production de ROS par les HMVECs, alors que les VEPLT semblent avoir un effet protecteur

en causant une diminution du stress oxydatif local et de la production de ROS par les HMVECs.
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Figure 3.5. Effets des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes sur la production
de ROS par les HMVECs. Quantification de la production de ROS par (A) les VESR ou (B)
les VEPLT, La superoxyde dismutase (SOD) (100U/ml) a été utilisée pour valider la présence de
ROS. Quantification de la production de ROS par les HMVECs en présence (C) de VESR ou
(D) de VEPT, Quantification de la production de ROS par les HMVECs suivant leur traitement
avec (E) des VEOR et (F) des VEPLT durant 2, 4 et 24 heures. Le marquage avec le CMH2DCF-
DA (2’-7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate) a été utilisé pour évaluer la production de ROS
par les VEs et les HMVECs. N=6 par groupe; * p<0,05 et ** p<0,01. Test de Mann Whitney
non pairé.
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3.6 : Les vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges et de
plaquettes causent la diminution de P’activation de la caspase 3 et
les vésicules extracellulaires de plaquettes causent la diminution de
la nécrose des HMVECs

Les espéces réactives d’oxygene et le stress oxydatif qu’elles engendrent sont fréquemment
cause de mort cellulaire, qu’elle soit non physiologique comme la nécrose, ou programmée
comme 1’apoptose. Nous avons alors voulu savoir si la modulation de la production de ROS

causée par les VESR ou VEPLT

peut résulter en une augmentation ou une diminution de la mort
cellulaire. Nous avons d’abord marqué les HMVECSs traitées avec des anticorps anti-caspase 3
activée afin d’évaluer si les VES® et VEPLT peuvent induire I’activation de la caspase 3, une
enzyme pro-apoptotique (Figure 3.6 A-B). Malgré 1’augmentation de la production de ROS
causée par les VER, les deux sous-types de VEs ont causé une diminution de I’activation de la
caspase 3 en comparaison avec leur controle respectifs suivant 24 heures (Figure 3.6 A-B). Nous
avons ensuite doublement marqué les HMVECs avec de I’iodure de propidium et de I’annexin
V reconnaissant la phosphatidylsérine dans le but d’en évaluer le pourcentage de cellules
apoptotiques et nécrotiques (Figure 3.6 C-D). Aucun des deux sous-types de VEs n’a affecté
significativement I’apoptose des HMVECs suivant 24 heures (Figure 3.6 C-D). Cependant, les
VEPLT ont causées une diminution significative de la nécrose chez les HMVECS en comparaison
suivant 24 heures (Figure 3.6 F). Les VESR n’ont pas eu d’effets significatifs sur la nécrose des
HMVECs suivant 24 heures (Figure 3.6 E). Ces résultats suggérent que les VESR en
concentration physiologique n’induisent pas la mort cellulaire des HMVECs, alors que les
VEPLT semblent démontrer un effet protecteur en prévenant la nécrose des HMVECs. La
diminution de I’activation de la caspase 3 causée par les deux sous-types de VEs ne semble pas

résulter en une diminution de I’apoptose des HMVEC:s.
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Figure 3.6. Effets des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes sur la mort cellulaire
des HMVECs. Quantification de I’activation de la caspase 3 chez les HMVEC:s traitées avec
(A) des VER ou (B) des VEPLT durant 24 heures. Le marquage avec des anticorps anti-caspase
3 activée a été utilisé pour évaluer I’activation de la caspase 3 chez les HMVECs. Quantification
de I’apoptose chez les HMVECs traitées avec (C) des VESR ou (D) des VEPLT, Quantification
de la nécrose chez les HMVECs traitées avec (E) des VECR ou (F) des VEP!. Le marquage avec
de I’iodure de propidium et des anticorps anti-annexin V a été utilisé pour évaluer 1’apoptose et
la nécrose chez les HMVECs. Les cellules ont été¢ analysées par cytométrie en flux (BD,
Celesta). N= 6-7 par groupe; * p<0,05 et ** <0,01. Test de Mann Whitney non pairé.
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3.7 : Les vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges
causent la diminution de la perméabilité des HMVECs

En situation d’inflammation, 1’augmentation de la production de ROS joue un réle important
dans I’augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales sanguines. Nous avons donc
voulu savoir si la modulation de la génération de ROS causée par les VER ou VEPLT peut
affecter la perméabilité des HMVECs. Nous avons effectué¢ un test de perméabilité Transwell
afin d’évaluer l’effet des VEs sur la perméabilit¢ des HMVECs. Nous avons cultivé des
HMVECs dans des inserts de culture cellulaire a pores de 0,4 pm jusqu’au recouvrement
complet de I’insert avec un endothélium lymphatique confluent, puis nous avons traité les
cellules avec des VEOR ou VEPLT durant 24 heures. Le passage de ’albumine 488 (40 kDa) de
I’insert au travers de I’endothélium fut dos¢ a partir du milieu contenu dans le compartiment
inférieur et utilis¢é comme mesure de la perméabilité endothéliale (Figure 3.7 A-B). Malgré leur
stimulation de la production de ROS, les VESR ont causé une diminution significative de la
perméabilité endothéliale (Figure 3.7 A). Les VEPLT n’ont pas altéré significativement la
perméabilité des HMVECs. Ces résultats suggerent qu’en concentration physiologique, les deux
sous-types de VEs ne contribueraient pas a I’épanchement de la lymphe en dehors des vaisseaux

lymphatiques.
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Figure 3.7. Effets des VEs dérivées de globules rouges et des VEs dérivées de plaquettes
sur la perméabilité des HMVECs. Effet (A) des VER ou (B) des VEPLT sur la perméabilité
des HMVECs suivant 24 heures. La perméabilit¢ des HMVECs a été évaluée par un test de
perméabilité Transwell. De I’albumine 488 diluée dans du milieu de culture sans phénol a été
ajouté dans I’insert durant 20 minutes, puis dosée par fluorescence dans le compartiment
inférieur avec un lecteur de plaque Synergy 2. N= 7 par groupe; * p<0,05. Test de Student
non pairé.
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Tableau 3.1. Effets des VEs dérivées de globules rouges et des VEs dérivées de plaquettes

sur I’intégrité des HMVEC:s.

Fonction des LECs VESR (2x10%/ml) VEPLT (1x10%/ml)
Viabilité NS Diminution
Prolifération NS Diminution
Cycle cellulaire NS Diminution (Phase S)
Migration NS NS
Production de ROS (VEs Production Production
seulement)
Production de ROS
(coincubation LEC:s et Augmentation Diminution
VEs)
Production de ROS
(prétraitement des LECS Augmentation (2H et 24H) Diminution (24H)
avec VEs)
Activation de la caspase 3 Diminution Diminution
Apoptose NS NS
Nécrose NS Diminution
Perméabilité Diminution NS

Tableau récapitulatif des résultats présentés dans la section Résultats. NS : Non significatif.
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Chapitre 4 : Discussion, perspectives et conclusions



4.1 Discussion

L’implication du systeme lymphatique dans diverses pathologies attire de plus en plus
I’attention de la communauté scientifique. La dysfonction lymphatique a notamment été
associée a plusieurs aspects de la maladie cardiovasculaire, tel que le vieillissement!,
I’hypercholestérolémie® et ’athérosclérose®!. Cette dysfonction, qui touche principalement les
vaisseaux lymphatiques collecteurs responsables de la propulsion de la lymphe, s’avere
notamment une cause majeure de la mauvaise mobilisation du cholestérol en dehors de la paroi
artérielle lors du transport inverse du cholestérol’!**, Cette mauvaise mobilisation pourrait ne
pas étre spécifique qu’au cholestérol, et toucher également d’autres molécules ou cellules qui
tendent a s’accumuler dans les Ilésions athérosclérotiques, telles que les vésicules
extracellulaires?!. Récemment, des populations de VEs dérivées de globules rouges et de
plaquettes ont notamment ¢té identifiées dans la lymphe de souris, et ce, a des niveaux plus
importants chez les souris athérosclérotiques*. Il demeure possible que cette accumulation de
VEs soie indépendante de la plaque athérosclérotique, et soie causée par leur absorption dans
les organes irrigués par le sang ou se trouvent les capillaires lymphatiques, ou par leur reflux
dans la lymphe au niveau de la jonction lymphoveineuse en conditions d’hyperperméabilité,
telles qu’observées lors de ’athérosclérose’>>. Considérant ces résultats ainsi que I’implication
des vésicules extracellulaires dans plusieurs conditions inflammatoires, incluant
I’athéroscléroses, il s’aveére primordial de comprendre le fonctionnement des VEs dans la

fonction lymphatique?®!.

Les globules rouges et les plaquettes sont les types cellulaires les plus abondants dans le
sang®?. Les plaquettes ont un role préétabli dans le maintien de I’intégrité lymphatique et,
récemment, un effet de consolidation des cellules endothéliales lymphatiques médié par les
plaquettes a été observé in vitro*>3. Malgré qu’elles ne soient pas considérées comme une
composante habituelle de la lymphe, il demeure possible que certains effets des plaquettes soient
médiés par leur reliche de VEs dont on connait maintenant la présence dans la lymphe*. Les
VESR sont associées avec une augmentation du stress oxydatif pouvant causer ’augmentation
de la perméabilité endothéliale qui peut potentiellement justifier leur présence dans la lymphe,
alors que les globules rouges y sont habituellement absents***!33, Les présents résultats

fournissent de nouvelles informations sur le potentiel des VESR et des VEPLT dans I’intégrité des
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cellules endothéliales lymphatiques, notamment au niveau de leur prolifération et de la

production d’espéces réactives d’oxygene (Tableau 3.1).

Tout d’abord, la production de VER et de VET a partir de cellules isolées du sang de
volontaires sains nous a permis d’obtenir des populations purifiées de VEs en quantité
amplement suffisante pour mener ces travaux préliminaires a bon escient. Deux processus
distincts ont été effectués afin de produire des VEOR et des VEFLT (Figure 2.1). Les VESR ont
été produites par choc osmotique!, alors que les VEPLT ont été produites grace a un processus
physiologique impliquant 1’activation de plaquettes avec un agoniste plaquettaire, soit la
thrombine'**. Le marquage a ’aide du CFSE et le marquage des antigénes spécifiques de surface
CD235a et CD62p nous a permis de confirmer par cytométrie en flux la pureté de nos
¢chantillons et I’obtention de vésicules contenant des estérases actives et s’apparentant a leur
cellule d’origine. L’ajout du Triton X-100 a causé un changement dans la morphologie des
fragments observés par cytométrie en flux, et nous a permis de confirmer que les vésicules
produites ¢taient entourées d’une bicouche lipidique et étaient bel et bien de provenance
cellulaire. L’usage de microbilles de silice de dimensions connues nous a permis de confirmer
que la taille des vésicules produites était conforme aux tailles des VEs rapportées dans la
littérature. L utilisation d’une seconde méthode d’observation des VEs, le NTA, a su confirmer
les observations effectuées a 1’aide de la cytométrie en flux. L’utilisation de microbilles de
références pour estimer la taille des vésicules extracellulaires est controversée, car la différence
entre les indices de réfraction des microbilles et des VEs peut perturber la relation entre leurs
tailles respectives et causer I’intrusion d’autres types cellulaires plus larges dans la région

d’intérét lors de I’analyse par cytométrie en flux!®!-16

. Toutefois, I’usage de microbilles de silice
limite ces imprécisions, car leur indice de réfraction est d’environ 1,432!6% et s’avére trés proche

de celui des VEs sanguines (1,398), incluant les VEPLT (1,390), déterminés par NTA!'%4,

L’ajout de microbilles de polystyréne de concentration connue nous a permis de

quantifier les VEs. Nous pouvons observer que les VEPLT

sont généralement plus grosses que
les VESR (400 nm vs 200 nm, en moyenne) et ne semblent pas inclure la sous population
d’exosomes normalement relachée par les plaquettes en circulation et pouvant mesurer de 30 a
100 nm!®, Tl est probable que cette différence dans la taille des deux populations de VEs soit

EPLT

due a I’étape d’ultracentrifugation requise pour récolter les V , étape manquante dans la
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production de EVSR, Pour comprendre si cette méthode de production de VEPLT, pourtant bien
décrite dans la littérature!>*, pouvait affecter leur taille, nous avons pris avantage d’un autre
projet du laboratoire du Dre Martel et avons comparé les VEs obtenus avec des VEs purifiés
directement depuis du plasma humain par une méthode de tri cellulaire effectué avec un appareil
ultraspécialisé récemment acquis par notre équipe dans le cadre d’un financement du Fond
Canadien d’innovation (FCI, en collaboration avec 1’équipe du Dr John Rioux — BDFACS
FUSION). Ces VEs positifs en CD41°CFSE" ont été aussi analysés par NTA, et les résultats ont
révélés que les VEPLT directement isolées du sang de patient sans nécessité de centrifugation
était en moyenne plus petite que celle observée chez les VEs produites in vitro. Ceci suggere
que I’ultracentrifugation utilisée n’a pas permis I’obtention des vésicules de plus petites tailles
normalement retrouvées dans le plasma humain. Or, une étape d’ultracentrifugation plus rapide
et plus longue pourrait résulter en I’obtention d’une population de VEPLT de tailles plus
hétérogenes. Une autre source potentielle de variabilité par rapport aux populations
physiologiques serait le choix de I’agoniste plaquettaire. Nous avons choisi la thrombine, car il
s’agit d’un puissant agoniste qui est le plus couramment utilisé pour générer des VEFLT in
vitro3°, Cependant, une étude de Milioli ez al. a récemment démontré que la composition en
protéines des VEPLT dépend directement de 1’agoniste choisi pour les activer; les agonistes plus
puissants générant des VEs contenant plus de protéines d’activation plaquettaire que de
protéines de dégranulation et de la chaine de transport d’électron!*¢, Comme plusieurs agonistes
plaquettaires sont présents a différents niveaux en circulation, il est d’autant plus probable que
des populations hétérogeénes distinctes puissent étre observées en circulation et différer des
populations produites in vitro. Les tailles observées chez les VEOR correspondent a celles
observées en circulation, comme il a été rapporté que la majorité des VESR circulantes mesurent
entre 100 et 300 nm®. Le choc osmotique est fréquemment utilisé afin de produire des VESR in
vitro, mais elles peuvent également étre prélevées du surnageant des poches de transfusion
contenant des concentrations élevées de VESR augmentant avec le temps de conservation!66167,
D’autres processus auraient pu étre employés pour produire des vésicules extracellulaires
dérivées d’érythrocyte, comme I’incubation des globules rouges avec du calcium et I’ionophore
calcique A23187, la déplétion de I’ATP, ou I'incubation avec des amphiphiles ou de 1’acide
lysophosphatidique!%.
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Par la suite, nous avons pu observer que nos échantillons de VESR et de VEPLT adhérent
et sont internalisées par les HMVECs in vitro, suggérant la potentielle interaction de ces deux
sous-types de VEs circulant dans la lymphe* avec I’endothélium lymphatique in vivo.
Cependant, les expériences effectuées ne nous permettent pas de conclure si les deux sous-types
de VEs adhérent activement ou passivement aux HMVECs. Des expériences similaires
effectuées a 4°C, en présence de cytochalasine D inhibant la polymérisation de 1’actine, ou en
présence d’EDTA pourraient permettre de conclure si I’adhésion et ’internalisation des deux
sous-types de VEs sont médiées par des processus actifs®®. De plus, les mécanismes impliqués
dans cette adhésion et intégration des VEs demeurent a étre ¢lucidés et peuvent différer selon le
sous-type de VEs en raison des différentes vitesses d’adhésion et localisations observées chez
les VESR et VEPLT, respectivement. L’ajout d’inhibiteurs de 1’endocytose dépendante de la
clathrine (chlorpromazine) et de la micropinocytose (amiloride) pourrait confirmer si ces

mécanismes sont impliqués dans ’intégration des VEPLT et des VER par les HMVECsS in vitro.

La vitesse d’adhésion et d’intégration, et la localisation des VEs dans les HMVECs
différent chez les deux sous-types de VEs. L’adhésion et I’internalisation des VESR est
progressive jusqu’a 16 heure et semble se retrouver autour des noyaux des HMVEC:s, alors que
I’adhésion des VEFLT semble atteindre un pic vers 4 heures et semble se retrouver en réseaux
sur les jonctions entres les HMVECs en plus de sur leur noyaux et cytoplasme. Nos résultats

suggérent que les VEPLT

sont intégrées et dégradées par les HMVECs suivant 4 heures de
coincubation, car leur présence dans les cellules chutait ensuite drastiquement jusqu’a 16 heures.
Comme les plaquettes sont impliquées dans le maintien de I’intégrité lymphatique via la liaison
du récepteur CLEC-2 exprimée par les plaquettes avec la podoplanine exprimée par les LECs®,
il est possible que cette affinité soit la cause de I’adhésion plus rapide des VEPT aux HMVECs
in vitro. La liaison du CLEC-2 a la podoplanine supporte notamment 1’adhésion des plaquettes
aux LECs dans des conditions de flux veineux durant lesquelles I’activité de la podoplanine est

168

accrue'®®. De plus, son expression est maintenue sur les plaquettes activées et les vésicules

extracellulaires qu’elles relachent!®®. Dans des conditions de flux rapide, I’augmentation des

forces de cisaillement cause 1’adhésion des plaquettes au facteur de Von Willebrand (VWF),

une glycoprotéine adhésive plasmatique, notamment par la liaison avec GPIb et GpIIb/IITa!".

Comme le VWF est relaché des granules a des plaquettes et est exprimé par les cellules

170,171

endothéliales lymphatiques , 11 est possible, en condition de flux, qu’il puisse favoriser
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I’adhésion de vésicules extracellulaires dérivées de plaquettes aux LECs dans 1’optique que les
VEs expriment GPIb et/ou GplIb/Illa tel que rapporté dans la littérature!#+!72, 1.°adhésion des
VEPLT et des VESR 4 un endothélium lymphatique en condition de flux demeure a étre
investiguée. Toutefois, il est possible que les résultats obtenus ne s’aveérent pas pertinents in vivo
considérant que le flux lymphatique est trés lent en comparaison au flux sanguin (3-5 litres/jours
vs 5-6 litres/minutes)®®. Considérant les multiples antigénes pouvant étre exprimés autant par
les VEPLT que les plaquettes, il serait alors possible que les deux puissent se faire compétition
pour les sites d’adhésion aux LECs'#. Toutefois, les plaquettes ne sont pas considérées comme
des composantes habituelles de la lymphe alors que les VEPLT ont été identifiés dans la lymphe

42,43

de souris en santé et malades*~*. Il est alors possible que les effets des plaquettes sur les LECs

puissent étre médiés par la relache de VEPLT4243,

L’¢limination des VEs par les cellules est habituellement médiée par des récepteurs
spécifiques de la phosphatidylsérine sur la cellule, tel que Del-1, la lactadhérine, CD36, CD14,
CD68 et CD31!73. Comme CD31, également nommé PECAM-1 (platelet and endothelial cell

174 il est

adhesion molecule), est exprimé par les LECs au niveau des jonctions entre les cellules
alors possible qu’il soit également impliqué dans I’adhésion des VEs aux HMVECsS in vitro. De
plus, CD31 est impliqué dans des interactions homophiles avec d’autres cellules, ce qui permet
notamment 1’adhérence et la migration transendothéliale des monocytes et lymphocytes

EPLT car ces derniéres

exprimant CD31!'7>, 1l pourrait alors engendrer I’adhérence des V
conservent généralement le CD31 également exprimé par les plaquettes'#*. Tl fut notamment
rapporté que CD31 est impliqué dans ’adhésion et 1’agrégation plaquettaire sur endothélium

£176-178

sanguin lésé . L’interaction homophile de CD31 pourrait potentiellement expliquer

EPLT et leur accumulation en réseaux au niveau des

I’adhésion et intégration plus rapide des V
jonctions entre les HMVECs en comparaison avec les VESR qui peuvent également exprimer la
phosphatidylsérine, mais pas CD31. Il fut tout de méme rapporté par Wautier et al. que les
globules rouges de patients souffrants d’occlusion de la veine de la rétine exprimaient jusqu’a
deux fois plus de phosphatidylsérine que les globules rouges de patients en santé et que cette
expression corrélait avec I’adhésion des globules rouges aux cellules endothéliales in vitro'”.
L’usage d’anticorps liant la phosphatidylsérine et I’annexine V ont également inhibé I’adhésion
de ces globules rouges, autant en condition statique que de flux!”. Il est alors fort probable que

la liaison de la phosphatidylsérine a des récepteurs, tel que CD31, a la surface des HMVECs
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soit en partie responsable de 1’adhésion des VEOR et des VEPLT aux HMVECs in vitro. Comme
les VEs n’expriment pas toutes la phosphatidylsérine, les mécanismes derriere 1’ internalisation
des VEs négatives en phosphatidylsérine demeurent inconnus, mais pourraient inclure la liaison

173, L’internalisation plus lentes des VECR

d’antigenes spécifiques de surface avec des récepteurs
par les HMVECs pourraient également résulter d’une adhésion passive a I’endothélium. Leur
dégradation dans la cellule reste a étre observée et pourrait avoir lieux suivant 16 heures de
coincubation, ce pourquoi ces expériences devraient étre répétées et prolongées. Le marquage
des cellules avec un marqueur membranaire, tel que le CellMask (Invitrogen), devrait également

y étre effectué dans le but de s’assurer de la localisation exacte des VEs dans les LECs.

Ensuite, nous avons évalué ’effet des VESR et des VEPLT sur la viabilité, la prolifération,
le cycle cellulaire et la migration des cellules endothéliales lymphatiques in vitro. Nous avons
démontré que les VEPLT diminuent significativement 1’entrée des HMVECs en phase S du cycle

cellulaire, soit la réplication de leur ADN. Les VEPLT

ont également diminué significativement
la prolifération des HMVECsS, confirmée par la diminution des cellules exprimant I’antigéne Ki-
67. Considérant I’expression maximale de Ki-67 durant la phase S du cycle cellulaire!®?, il est
probable que le retard de 1’entrée en phase S des HMVECS se soit traduit par la diminution de
leur prolifération. Ces effets concordent avec ceux des plaquettes dont elles dérivent. En effet,
il fut démontré, dans une étude d’Osada et al., que les plaquettes inhibent la prolifération, la
migration et la formation de tubes par les LECs afin de favoriser la séparation entre les vaisseaux
lymphatiques et les vaisseaux sanguins et prévenir le refoulement de sang dans la lymphe®. Tls
suggerent que la liaison de la podoplanine avec le récepteur CLEC-2 lors du développement
causerait I’activation des plaquettes et le transfert du contenu de leurs granules-o aux LECs. Ils
ont ensuite démontré que le surnageant des plaquettes activées au poly(PHG), une fibre de
collagéne synthétique agissant comme agoniste, causait 1’inhibition de la prolifération, la
migration et la formation de tubes par les LECs. Ils ont finalement identifi¢ le BMP-9, membre
de la famille des TGF-$ contenu dans les granules alpha des plaquettes, comme médiateur
important des effets observés>. Comme nous avons activé les plaquettes afin de produire des

VEs, il est alors possible que nos échantillons de VEPLT

puissent héberger du BMP-9 ou d’autres
protéines habituellement contenues dans les granules alpha et potentiellement impliqué dans
I’inhibition de la lymphangiogénese, tel que les TGF-B, PF4, les angiostatines ou les

endostatines®. Leur transfert de ces protéines aux HMVECs serait alors une cause de
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I’inhibition de la prolifération chez ces derniéres®. Il serait alors intéressant de vérifier,
potentiellement par Western blot, I’expression de ces protéines dans nos échantillons de VEPLT,
Une autre étude publiée par Finney ef al. a également démontré que les plaquettes inhibent la
migration des LECs dans un mécanisme dépendant de CLEC-2, mais n’ont pas observé ces
mémes résultats avec le surnageant de plaquettes activées a la rhodocytine normalement capable

de se lier a I’intégrine 02B1 exprimée par les LECs'®!

. Ils ont également démontré qu’un
traitement avec un anticorps anti-podoplanine et un anticorps secondaire de réticulation a causé
la diminution de la migration des LECs médi¢e par VEGF-C, démontrant que I’inhibition

dépend du contact entre les plaquettes et les LECs!8!

. Il est possible que les résultats divergents
des deux études soient causés par l’interférence de la rhodocytine avec I’intégrine a2f1
exprimée par les LECs, car poly(PHG) est un agoniste de GPVI qui n’est pas exprimé par les
LECs, mais il est également possible que ['usage de deux agonistes plaquettaires différents aie
causé la relache d’un éventail différents de granules®®. Ces hypothéses pourraient expliquer
pourquoi nous n’avons pas observé de diminution significative de la migration des LECs lorsque
traitées avec nos VEPLT produites a ’aide d’un agoniste plaquettaire différent, la thrombine, et
concordent également avec 1’é¢tude de Westerman et al. selon laquelle la composition en
protéines des VEPLT dépend directement de 1’agoniste utilisé pour ’activation!3®, Comme Osada
et al. ont démontré que d’autres protéines contenues dans les granules alpha, telles que TGF-B
et PF4, pouvaient inhiber certaines fonctions distinctes impliquées dans la lymphangiogénése,
il est possible qu’une de ces protéines soit exprimée a des niveaux plus élevés que BMP-9 dans
nos échantillons de VEPLT et cause ainsi une inhibition de la prolifération sans toutefois affecter
significativement la migration des HMVECs>. 1l est alors d’autant plus important d’effectuer

la protéomique de nos échantillons de VEs.

Nous avons également observé une diminution non significative de la viabilité et de la
prolifération des HMVECs lorsque traitées avec des VEYR. Dans une perspective reliée au
diabete, Wu ef al. ont mis en évidence qu’en condition d’hyperglycémie, les ROS causent la
phosphorylation indépendante du ligand de VEGFR-3 dans le Golgi et ’augmentation de
I’expression d’epsines, des protéines adaptatrices d’endocytose!®?. Cette augmentation
d’expression d’epsines augmente leur capacité a se lier au VEGFR-3 et la dégradation du
VEGFR-3 nouvellement synthétisé¢, menant a la diminution de la biodisponibilit¢ du VEGFR3

et ’abrogation de la lymphangiogénése!®?. Comme nous avons confirmé que nos échantillons
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de VESR produisaient des ROS et causaient 1’augmentation de la production de ROS par les
HMVEC:s, il est possible que cette augmentation du stress oxydatif engendre une diminution de
leur prolifération. Malgré le fait que cette diminution s’avere non significative, il demeure
possible qu’une exposition chronique a long terme ou a une concentration pathologique plus
élevée de VEOR puisse causer une diminution significative de la prolifération et de la migration
des HMVECs. Il sera nécessaire d’investiguer cette possibilité et intéressant d’y mesurer
I’expression de VEGFR3 et des epsines 1 et 2 afin de confirmer si la diminution de la

prolifération peut étre due a I’augmentation de la production de ROS en présence de VER,

Par la suite, nous avons démontré que les deux sous-types de VEs peuvent moduler la
production de ROS intracellulaire par les HMVECs. Nous avons d’abord pu constater que les
VESR produisent des ROS et causent également I’augmentation de la production de ROS par les
HMVEC:s lorsqu’ils sont coincubés. Afin de confirmer que les VEs peuvent également moduler
la production de ROS une fois internalisées par les HMVECs, nous avons démontré que des
prétraitements des HMVECs avec des VESR ont causé une augmentation significative de la
production de ROS par les HMVECs suivant 2 heures et 24 heures. Contrairement aux globules
rouges fonctionnels hébergeant plusieurs antioxydants capables d’éliminer les espéces réactives
d’oxygene, les VESR sont habituellement associées avec une activité pro-oxydante®s. Il fut
démontré que, chez des patients souffrants de dépranocytose, les VE“R contiennent une portion
non négligeable de I’héme libre plasmatique et peuvent le transférer aux cellules endothéliales
sanguines et induire 1’augmentation du stress oxydatif, la dysfonction endothéliale et les vaso-
occlusions'®3. Il n’est alors pas surprenant que les VESR puissent causer 1’augmentation de la
production de ROS par les HMVECs. Le mécanisme par lequel ceci peut se produire pourrait
s’expliquer par le transport, au sein des VECR, d’enzymes catalysant la production de ROS, telle
que la NADPH oxydase active, pour ainsi causer une augmentation de la production de ROS
chez les HMVECs ciblées. Des résultats similaires ont été obtenus dans des cellules
endothé¢liales de I’artére coronaire humaine (HCAEC) traitées avec des VEs dérivées de

HCAEC produites en condition hyperglycémique dans une perspective reliée au diabéte!?.

Nous avons ensuite constaté que les VEPLT

produisent également des ROS, mais a des
niveaux nettement inférieurs a ceux produits par les VESR, Toutefois, les VEPLT ont causé une

diminution significative de la production de ROS par les HMVECs lorsque coincubées, mais
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¢galement une fois intégrées suivant un prétraitement de 24 heures. Il fut démontré que les
plaquettes produisaient de I’oxyde nitrique dans des niveaux inférieurs aux cellules
endothéliales, et qu’elles pouvaient contenir les isoformes NOS2 et principalement NOS3 de la
synthase d’oxyde nitrique'®®. L’augmentation du calcium intracellulaire lors de I’activation
plaquettaire induit notamment 1’activation de la NOS3 et la production de NO menant a
I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire, mais elles peuvent également en produire au repos
puisque NOS3 et son ARNm ont ét¢ détectées dans les plaquettes, autant en condition

physiologique qu’en condition pathologique!®?

. Comme les plaquettes relachent également des
VEs lors de leur activation, il est possible que ces derniéres puissent alors y intégrer la NOS3
sous forme de protéine ou d’ARNm. Une étude de Horn et al. a démontré que des VEs
circulantes constituées principalement de VEs dérivées de plaquettes et dérivées de cellules
endothéliales contenaient une forme fonctionnelle de NOS3 dont les niveaux et 1’activité
diminuait chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires!®*. Considérant 1’effet
antioxydant du NO en présence de SOD a concentration physiologique, il est possible que la
diminution de la production de ROS par les HMVECs en présence de VE''T soit causée par
I’augmentation de la biodisponibilité du NO engendrée par sa synthése par les VEPLT, L oxyde
nitrique induit également 1’expression de la SOD extracellulaire dont la dismutation du Oz en
peroxyde d’hydrogéne peut causer I’augmentation de I’expression et de I’activité de NOS3 dans
les cellules endothéliales'®®. Dans I’optique ou les VEPLT produisent du NO, il est alors possible
que cette synthése mene a I’augmentation de I’expression de la SOD extracellulaire provoquant
a son tour la hausse de 1’expression et de 1’activité de NOS3 dans les HMVECs, ce qui pourrait
expliquer la diminution de la synthése de ROS observée dans ces derniéres suivant un traitement
de 24 heures avec les VEPLT, On ne peut écarter I’hypothése que les VEPLT puissent moduler les
niveaux d’ARNm et/ou de phosphorylation de NOS3 et de sa voie de signalisation, ou moduler
I’activité de la NADPH oxydase, tel qu’il fut démontré dans des HUVECSs traitées avec des VEs

dérivées de cellules endothéliales!®

. Ces avenues devront étre investiguées davantage.

Nous avons par la suite investigué les effets potentiels que pouvait engendrer la
modulation de la production de ROS par les VESR et les VEPLT. Comme les niveaux élevés de
ROS sont habituellement associé¢s a une augmentation de la mort cellulaire par apoptose ou par
nécrose'®, nous avons d’abord évalué I’effet des VEOR et des VEPLT sur I’activation de la

caspase 3, une enzyme proapoptotique, la mort par apoptose et par nécrose chez les HMVECs.
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Nous avons pu constater que les VEPLT entrainent une diminution significative de I’activation
de la caspase 3 et de la nécrose chez les HMVECs, mais n’ont pas d’impact sur 1’externalisation
de la phosphatidylsérine des HMVECs. Tel que mentionné plus haut, nous soupgonnons que les
VEPLT causent I’augmentation de la biodisponibilité de ’oxyde nitrique. Il fut couramment
rapporté que le NO exerce des effets antiapoptotiques et est impliqué dans le maintien de
lintégrité des cellules endothéliales!®®. L oxyde nitrique, produit autant de fagcon exogéne
qu’endogéne et a concentration physiologique, peut prévenir la mort cellulaire en présence de
facteurs proinflammatoires, tels que le TNFa, le lipopolysaccaride (LPS) ou les ROS, de
facteurs proathérosclérotiques, tels que le LDL oxydé¢ et I’angiotensine II, ainsi qu’en absence
de sérum!®®, Dans I’éventualité ou les VEPLT relachent du NO ou causent I’augmentation de sa
syntheése par les HMVECs, il s’avére alors logique qu’elles puissent également causer la
diminution de la mort cellulaire. Il est alors possible que la diminution de I’activation de la

caspase 3 et de la nécrose en présence de VEPLT

soit causée par ’augmentation de la
biodisponibilit¢ du NO. L’absence de résultats significatifs au niveau de 1’apoptose pourrait
alors étre due a I’absence de facteurs pouvant induire [’apoptose dans les conditions
expérimentales, tel que mentionné précédemment!®®. Nous avons également émis 1’hypothése
que I’adhésion des VEPLT aux HMVECs pourrait étre partiellement médiée par 1’interaction
homophile de CD31. L’interaction homophile de CD31 déclenche la voie de signalisation de
son domaine cytoplasmique qui est impliquée dans la cytoprotection et la survie cellulaire,
notamment en inhibant la voie intrinséque de I’apoptose induite par Bax par un mécanisme qui
demeure a étre investigué, mais qui cause une diminution des dommages mitochondriaux et de
la libération de cytochrome ¢!¥7-1%0, 1l s’agirait alors d’une autre voie possiblement impliquée

dans la diminution de la mort cellulaire programmée des HMVECs en présence de VEPLT

considérant qu’elles expriment habituellement CD31 comme les plaquettes!*.

A notre surprise, malgré I’augmentation du stress oxydatif engendré par les VER chez
les HMVECs, nous avons pu remarquer que les VEOR causent une diminution significative de
I’activation de la caspase 3 chez les HMVECs suivant 24 heures et ne causent pas
d’augmentation significative de 1’apoptose et de la nécrose. Les niveaux élevés de ROS
entrainent habituellement I’augmentation de la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose.
Toutefois, a des niveaux relativement bas, les ROS peuvent favoriser I’autophagie, soit la

dégradation de protéines et d’organelles cellulaires impliquée dans le maintien de I’homéostasie,
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au détriment de l’apoptose, notamment par la modulation de I’activit¢ de facteurs de

transcription et de cascades de signalisation de kinases!'®!:1%2

. Il est alors possible que
I’augmentation de la production de ROS causée par les VESR en concentration physiologique
ne soit suffisante que pour favoriser I’autophagie au détriment de I’apoptose, ce qui pourrait
expliquer pourquoi nous observons une diminution de I’activation de la caspase 3 en leur
présence. Il serait alors intéressant d’évaluer leurs effets sur les voies de signalisations
impliquées dans 1’autophagie, mais également leurs effets sur la mort cellulaire a des
concentrations pathologiques plus élevées. L utilisation d’un inhibiteur de ROS, tel que le N-
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acétylcystéine (NAC)'”°, ou d’une enzyme antioxydante, telle que la SOD, permettrait alors

d’étudier si les effets observés sont caus€s entre autre par ’augmentation du stress oxydatif.

Dans une étude récente, Kitazume et al. ont rapporté que la propriété lectine de CD31
impliquée dans les interactions hétérophiles du récepteur contribuerait a la survie cellulaire des
cellules endothéliales en étant impliquée dans la transduction de signaux de survie'®*
Considérant la capacité de CD31 a lier la phosphatidylsérine et la potentielle internalisation des
VEs via cette interaction, il est alors possible que la supposée liaison des VEs exprimant la
phosphatidylsérine avec CD31 a la surface des HMVECs soit impliquée dans la transduction de
signaux de survie. Ceci pourrait expliquer pourquoi on observe une diminution de 1’activation
de la caspase 3 en présence de VEOR ou de VEPLT, L’absence d’effets au niveau de ’apoptose
et de la nécrose chez les HMVEC traitées avec des VEOR serait alors également due a ’absence
d’agents ou de conditions pouvant induire la mort cellulaire. Comme la caspase-3 induit
I’externalisation de la phosphatidylsérine en activant la scramblase Xkr8 par clivage lors de
I’apoptose!®, il s’avére logique qu’une diminution de ’activation de la caspase 3 ne soit pas
associ¢ a une augmentation de I’externalisation de la phosphatidylsérine. Les deux tests
confirment alors que des concentrations physiologiques des deux sous-types de VEs ne

stimulent pas I’apoptose chez les HMVECs.

Finalement, considérant que des niveaux ¢levés de ROS sont habituellement une cause
d’une perméabilité endothéliale accrue, nous avons voulu évaluer ’effet des VEOR et des VEPLT
sur la perméabilité des LECs in vitro'®S. Nous avons observé une diminution significative de la
perméabilité des HMVECs ayant été traitées avec des VECR pendant 24 heures. Ces résultats

nous laissent croire que les VECR en concentration physiologique ne produisent pas assez de
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ROS et qu’une concentration pathologique plus élevée s’avére nécessaire pour causer
I’augmentation de la perméabilité des HMVECs. Tel que mentionné précédemment, nous avons
comme hypothése que les niveaux de ROS produits par les VESR en concentration
physiologique sont potentiellement juste assez élevés pour induire 1’autophagie au détriment de

I’apoptose!*’.

Dans une ¢étude récente, Patella e al. ont suggéré, grice a une analyse
protéomique approfondie, que [’autophagie est nécessaire pour maintenir les niveaux
intracellulaires de ROS requis pour maintenir la perméabilité endothéliale in vitro et la

192 11 est alors possible que les VESR causent la diminution de la

perméabilité vasculaire in vivo
perméabilité des HMVECsS via la stimulation de I’autophagie, ce qui confirme que nous devrions
investiguer plus en profondeur les effets des VEs sur les voies de signalisation impliquées dans
I’autophagie chez les LECs. Pour ce faire, I’activité du facteur nucléaire kB (NF-xB), de la
protéine p53 et du nuclear factor (erythroid-derived) 2-like (Nrf2), tous impliqués dans
lactivation de I’autophagie et de I’apoptose, peuvent étre mesurée en présence de VEs!!
Encore une fois, ’'usage d’un inhibiteur de ROS ou d’une enzyme antioxydante nous permettrait

de conclure si les effets observés sont en partie médiés par les especes réactives d’oxygene.

Dans nos travaux publiés précédemment, nous avons pu observer que, lorsqu’adhérées
a un endothélium lymphatique, les plaquettes semblent lier et exercer un effet de consolidation
des LECs*2. Considérant ces résultats ainsi que 1’implication des plaquettes dans I’ intégrité des
vaisseaux lymphatiques via la liaison entre CLEC-2 et la podoplanine, nous pensions que les
VEPLT causeraient une diminution de la perméabilité des HMVECs. Toutefois, nous n’avons pas
constaté de variations significatives de la perméabilit¢ des HMVECs suivant leur traitement
avec des VEPLT, Nous pensons que les effets des VEPLT sur les HMVECS seraient partiellement
dus a leur modulation de la synthése de NO par la NOS3 endothéliale ou plaquettaire. Le NO
synthétis¢ par la NOS3 joue un réle important dans I’induction de I’hyperperméabilité¢ en
condition inflammatoire, mais n’est pas essentiel au contrdle de la perméabilité en condition

197 11 est alors logique que la synthése de NO induite par les VEP'T n’ait pas d’impact sur

basale
la perméabilité, considérant qu’aucun facteur proinflammatoire n’étaient présents dans les
conditions expérimentales. Le role du NO dans I’intégrité des vaisseaux lymphatiques est

également controversé!”®

. Dans une perspective reliée au diabete, il fut démontré que chez des
souris diabétiques déficientes en récepteur de la leptine (db/db), la déficience en NO provoque

I’augmentation drastique de la perméabilit¢ des vaisseaux lymphatiques collecteurs en
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comparaison avec des souris en santé!?8, L augmentation de la biodisponibilité du NO corrige
ce défaut chez les souris diabétiques en diminuant la perméabilité des collecteurs aux niveaux
observés chez les souris en santé, mais cause également 1’augmentation de la perméabilité des
collecteurs chez ces souris en santé!”®. Ces résultats présentent ainsi deux roles opposés du NO
dans la perméabilité¢ des vaisseaux lymphatiques, qui peuvent entre autres étre expliqués par
I’activité de la phosphodiestérase 3, une enzyme qui entraine I’augmentation de la perméabilité
par la dégradation de 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et qui est inhibée par la
signalisation en aval du NO, chez les souris diabétiques db/db!%%. Selon cette optique, il est alors
logique que la potentielle augmentation de la biodisponibilité du NO en présence de VEPLT ne
diminue pas la perméabilit¢ des HMVECs considérant qu’il s’agit d’un endothélium
lymphatique en santé. Cette augmentation ne serait toutefois pas assez importante pour causer
une augmentation significative de la perméabilit¢é des HMVECs. D’autre part, le role de CD31
dans le maintien de I’intégrit¢ de la barriere de perméabilité cellulaire est reconnu depuis
longtemps, I’inhibition de CD31 causant une augmentation de la perméabilité¢ endothéliale
autant in vitro qu’in vivo'”. 1l est alors possible que I’interaction homophile entre le potentiel
CD31 exprimé par les VEPLT et celui exprimé par les HMVECS soit également impliqué dans le
maintien de la perméabilité de ces dernicres, mais il est encore une fois impossible d’y conclure

due a I’absence d’agent proinflammatoire dans les conditions d’expérimentation actuelles.

4.2 Perspectives

Ce projet de maitrise est instigateur de plusieurs projets phares du laboratoire de Dre
Martel, et des investigations sont actuellement en cours pour finaliser ces travaux. Par exemple,
il sera prioritaire de mieux caractériser les sous-populations de VEs obtenues, soit par I’analyse
de I’expression de leurs protéines de surface (ex. expression de CD31, ligand potentiel
homophile sur les cellules endothéliales lymphatiques) et par la mesure de leur contenu en

protéines et en microARN!%2, I sera également intéressant de vérifier si les VEPLT

peuvent
relacher du VWF soluble en condition statique ou de flux. Puisque nous pensons également
qu’elles pourraient inhiber la prolifération des HMVECs via le transfert de BMP-9 ou d’autres
protéines habituellement contenues dans les granules alpha des plaquettes, et qu’elles pourraient

médier la synthése d’oxyde nitrique en hébergeant de la NOS3 active, I’expression de ces
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protéines devra également étre investiguée. Comme nous avons constaté que les VESR
produisaient et causaient I’augmentation de la production d’especes réactives d’oxygene par les
HMVECs, il sera alors nécessaire de confirmer que les VESR que nous avons produites
contiennent de I’héme libre, et de vérifier si elles peuvent également héberger des enzymes
catalysant la production de ROS, telle que la NADPH oxydase par Western blot. De plus,
comme les récepteurs spécifiques de la phosphatidylsérine engendrent I’internalisation des VEs
exprimant la phosphatidylsérine, il sera important de vérifier quelle proportion de nos
échantillons de VESR et de VEPLT exprime la phosphatidylsérine et si I’annexine V peut inhiber
I’adhésion des deux sous-types de VEs aux HMVECs. Plusieurs variables pré-analytiques
peuvent causer de la variation chez les populations de VEs isolées a partir du sang, telles que
I’age, le sexe, le jeline, le rythme circadien, I’exercice, la nutrition, 1’indice de masse corporel,
la médication et les maladies, sans exclure le fait que les VEs utilisées dans le cadre de ce projet
ont été produites in vitro®®. Finalement, il sera intéressant de comparer le protéome de nos
¢chantillons de VEs avec celui des VEs circulantes prélevées de fagon standardisée chez des
patients sains et des patients présentant différentes manifestations de la maladie
athérosclérotique afin de confirmer a quel point nos échantillons sont représentatifs des

populations de VEs circulantes observées chez I’humain.

Par la suite, il sera indispensable d’évaluer les potentielles cascades de signalisation
pouvant étre impliquées dans les différents effets de nos populations de VESR et VEPLT sur
I’intégrit¢ des HMVECs in vitro. Nous soupconnons la liaison homophile entre le CD31
exprimé par les VEPLT et le CD31 exprimé par les HMVECs, et la subséquente cascade de
signalisation au travers du domaine cytoplasmique de CD31, d’étre impliquées dans la
protection des LECs contre la mort cellulaire par apoptose et I’augmentation de la perméabilité
en situation inflammatoire. Nous pensons également que les VE®R exprimant la
phosphatidylsérine pourraient induire cette cascade de signalisation via la liaison hétérophile
avec CD31. Il sera alors nécessaire d’évaluer si les VESR et les VEPLT peuvent causer la
régulation a la hausse de la voie de signalisation de CD31 et si I’inhibition de CD31 avec des
anticorps peut renverser ou atténuer les effets causés par les VEs. Comme les VEPLT et les VEOR
ont modulé la production de ROS a la baisse et a la hausse, respectivement, il sera essentiel
d’évaluer leur effet sur I’expression, I’activation et I’inhibition de la NOS3 endothéliale. Nous

avons également émis comme hypothése que les niveaux de ROS produits par les HMVECs
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suivant leur traitement avec des concentrations physiologiques de VE“R sont potentiellement
justes assez ¢élevés pour induire 1’autophagie au détriment de 1’apoptose menant également a
I’inhibition de I’hyperperméabilité en condition inflammatoire. Il serait alors intéressant de
vérifier cette hypothése en évaluant ’effet de concentrations physiologiques de VESR sur
I’activité de facteurs de transcriptions et de cascade de signalisation de kinases impliquées dans

I’autophagie.

Il serait également intéressant de caractériser I’effet des VEs sur d’autres fonctions ou
parametres de I’intégrité des cellules endothéliales lymphatiques. Premi¢rement, comme nous
soupconnons que la diminution de la production d’espéces réactives d’oxygeéne médiée par les
VEPLT est potentiellement causée par 1’augmentation de la synthése d’oxyde nitrique par les
HMVECs, il sera requis d’évaluer ’effet des EVPLT et des EVOR sur la synthése de NO par les
HMVECs in vitro. Nous pensons également que les VER pourraient interférer avec la synthése
de NO en raison de leur stimulation du stress oxydatif?®. Il sera alors nécessaire d’évaluer
I’activation ou I’inhibition de la synthase d’oxyde nitrique, la NOS32!. Les VESR sont reconnus
pour étre entouré d’une bicouche lipidique riche en phospholipides, cholestérol et radeaux
lipidiques®®. 11 serait donc indiqué d’évaluer les effets des VER et des VELT sur le profil
lipidique des HMVECs in vitro. Nous avons déja des résultats préliminaires démontrant
I’augmentation des ratios de cholestérol estérifiés sur cholestérol totaux (EC/TC) chez les
HMVECs traitées avec des VESR (Figure supplémentaire 5), démontrant la potentielle

intégration des VEs dans les HMVECs.

Considérant certains effets opposés engendrés par les VER et les VEPLT sur I’intégrité
des HMVEC:s in vitro, et le fait que les deux sous-types ont ét¢ identifiées dans la lymphe de
souris®, il sera intéressant de réévaluer leurs effets sur les fonctions précédentes lorsqu’elles
sont toutes les deux coincubées a leur concentration physiologique respectives avec les
HMVECs. Comme il fut démontré qu’un traitement qui potentialise I’effet des plaquettes
augmente le bon fonctionnement des vaisseaux lymphatiques*?, il s’avére possible que les VEPLT
puissent protéger contre les effets néfastes des VEOR en conditions pathologiques. Nous
soupconnons que les concentrations physiologiques de globules rouges ne sont pas assez élevées
pour induire I’augmentation de la mort cellulaire par apoptose et de la perméabilité. Il sera alors

essentiel de réévaluer les fonctions étudiées en présence de concentrations pathologiques plus
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élevées de VEOR et de VEPLT, Dans une optique semblable, il sera intéressant d’évaluer si les
VEPLT peuvent rétablir I’intégrité d’un endothélium lymphatique dysfonctionnel. L’ajout de
cytokines proinflammatoires et proathérosclérotiques, telles que le TNF-a., I’interleukine-1 (IL-
1) ou l'interleukine-6 (IL-6), aux conditions expérimentales aux conditions expérimentales
serait pertinent pour réaliser cet objectif. En effet, ces cytokines jouent un rdle primordial dans
I’inflammation occasionnée par I’athérosclérose, et sont impliquées dans 1’augmentation de la
perméabilité endothéliale lymphatique ainsi que dans la dysfonction de la barriere endothéliale
lymphatique®°!-2%2, De plus, il fut rapporté que le TNF-a exerce un effet délétére sur plusieurs

fonctions des LECs évaluées dans le présent mémoire!>’

. L’ajout de telles conditions sera
nécessaire afin de mieux comprendre le role potentiel des VEPLT dans le maintien ou le
rétablissement de la perméabilité, et dans la survie cellulaire. Finalement, afin de traiter les
LECs avec des concentrations physiologiques de VEs*, nous avons di utiliser une
concentration de VE“R deux fois plus élevée que celle des VEPLT, 11 sera finalement intéressant
de traiter les LECs avec des concentrations identiques de VESR et de VEPLT pour nous permettre

de mieux comparer leurs effets sans biais occasionné par la différence de concentrations.

Les résultats présentés s’averent de bons résultats préliminaires et ont permis la mise en
place de protocoles permettant d’évaluer nos hypothéses a partir de VEs circulantes prélevées
chez des patients sains et des patients présentant différentes manifestations de la maladie
athérosclérotique. Des études visant a mieux comprendre les effets des VEs isolées chez des
patients sains et malades sur I’endothélium lymphatique sont justement en cours au laboratoire.
L’usage d’un trieur cellulaire FacsFusion permet 1’isolation de I’entic¢reté des vésicules
extracellulaires circulantes ainsi que ’isolation de populations de VEs spécifiques basées sur
des antigenes spécifiques de surface, a partir du plasma de patients pour en caractériser le
contenu ou tester leurs effets sur les HMVECs en utilisant des concentrations de VEs autologues

a leur composition dans le sang.

4.3 Conclusion

Les présents travaux fournissent de nouvelles informations sur le potentiel role des VEOR

et des VEPLT dans la dysfonction lymphatique reliée a I’athérosclérose. Dans un premier temps,
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nous avons produit des populations purifiées de vésicules extracellulaires dérivées de globules
rouges et de plaquettes et avons observé leur adhérence et intégration a une monocouche de
cellules endothéliales lymphatiques in vitro. Nous avons par la suite démontré que les VEPLT
causent la diminution de I’entrée en phase S du cycle cellulaire se traduisant par une diminution
de la prolifération des HMVECs, confirmant que, comme les plaquettes elles-mémes, elles
pourraient étre impliquées dans le maintien de I’intégrit¢é du systéme lymphatique, en
contribuant a sa séparation du systéme sanguin. Les VER et VEPLT semblent influencer la
production d’especes réactives d’oxygene par les LECs, a la hausse et a la baisse respectivement,
ce qui pourrait contribuer a la survie cellulaire en concentration physiologique, mais pourrait
¢galement induire la mort cellulaire et I’hyperperméabilité en concentration pathologique. Les
données recueillies mettent en évidence des mécanismes potentiels et de nouvelles voies
d’investigation afin de mieux comprendre I’implication des vésicules extracellulaires dans la

dysfonction lymphatique reliée a 1’athérosclérose.
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Tableaux et Figures supplémentaires

Tableaux supplémentaires

Tableau supplémentaire 1. Concentrations des échantillons de vésicules extracellulaires

(VEs) dérivées de globules rouges et de plaquettes

Echantillon Provenance Concentration (VEs/ml)
1 Globules rouges 3.234E+07
2 Globules rouges 4.887E+07
3 Globules rouges 6.062E+07
4 Globules rouges 6.169E+07
5 Globules rouges 6.065E+07
6 Globules rouges 6.408E+07
7 Globules rouges 6.800E+07
8 Plaquettes 7.047E+07
9 Plaquettes 9.868E+06
10 Plaquettes 4.443E+07
11 Plaquettes 3.531E+07
12 Plaquettes 8.395E+07
13 Plaquettes 7.206E+07
14 Plaquettes 1.524E+08

Les VEs ont été produites a partir de globules rouges et plaquettes circulants prélevés chez des

volontaires sains tel que décrit dans la section Matériel et méthodes.
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Figures supplémentaires
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Figure supplémentaire 1. Caractérisation de VEs d’origine plaquettaire et isolées du sang
de patient. Un échantillon de VEs dérivées de plaquettes isolées du sang de patient a I’aide d’un
trieur cellulaire FacsFusion a été analysé par nanoparticle tracking analysis (NTA) pour en

estimer la taille.
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Figure supplémentaire 2. Effets des VEs dérivées de globules rouges et de plaquettes sur
la viabilité et le cycle cellulaire des HMVECs. Effets (A) des VE°R ou (B) des VEPLT sur la
viabilit¢ des HMVECs suivant 4 heures. Effets (C) des VESR ou (D) des VEFLT sur le cycle
cellulaire des HMVECs suivant 4 heures. N= 6-7 par groupe; * p<0,05. Test de Mann Whitney
non pairé.
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Figure supplémentaire 3. Effets des vésicules extracellulaires dérivées de globules rouges
et de plaquettes sur la migration des HMVECs. Quantification de la migration des HMVECs
en présence (A) de VEOR ou (B) de VEPLT suivant 4 heures. La migration a été évaluée
par ’aire de la blessure initiale nouvellement recouverte par les HMVECs suivant
les traitements (%). N= 6 par groupe; Test de Mann Whitney non pairé.
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Figure supplémentaire 4. Effets des VEs dérivées de globules rouges et des VEs dérivées
de plaquettes sur la mort cellulaire des HMVECs. Quantification de I’apoptose chez les
HMVEC:s traitées avec (A) des VER ou (B) des VEP!!. Quantification de la nécrose chez les
HMVECs traitées avec (C) des VEOR ou (D) des VEPLT. Le marquage avec de I’iodure de
propidium et des anticorps anti-annexin V a été utilisé pour évaluer I’apoptose et la nécrose chez
les HMVECs. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (BD, Celesta). N= 6-7 par
groupe; * p<0,05 et ** <0,01. Test de Mann Whitney non pairé.
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Figure supplémentaire 5. Effets des VEs dérivées de globules rouges sur le ratio cholestérol
estérifié/cholestérol total. Quantification du ratio cholestérol estérifié¢/cholestérol total chez les

HMVEC:s traitées avec des VEs dérivées de globules rouges durant 24 heures.

XXVi



Apolipoprotein A-1 Modulates Atherosclerosis Through
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Apolipoprotein A-l Modulates Atherosclerosis Through Lymphatic

Vessel-Dependent Mechanisms in Mice

Andreea Milasan, MSc; Gabriel Jean, BSc; Francois Dallaire, MSc; Jean-Claude Tardif, MD; Yahye Merhi, PhD;
Mary Sorci-Thomas, PhD; Catherine Martel, PhD

Background—Subcutaneously injected lipid-free apoA-I (apolipoprotein A-l) reduces accumulation of lipid and immune cells within
the aortic root of hypercholesterolemic mice without increasing high-density lipoprotein—cholesterol concentrations. Lymphatic
vessels are now recognized as prerequisite players in the modulation of cholesterol removal from the artery wall in experimental
conditions of plaque regression, and particular attention has been brought to the role of the collecting lymphatic vessels in early
atherosclerosis-related lymphatic dysfunction. In the present study, we address whether and how preservation of collecting
lymphatic function contributes to the protective effect of apoA-l.

Methods and Results—Atherosclerotic Ldlr~~ mice treated with low-dose lipid-free apoA-I showed enhanced lymphatic transport
and abrogated collecting lymphatic vessel permeability in atherosclerotic Ldlr ™ mice when compared with albumin-control mice.
Treatment of human lymphatic endothelial cells with apoA-l increased the adhesion of human platelets on lymphatic endothelial
cells, in a bridge-like manner, a mechanism that could strengthen endothelial cell-cell junctions and limit atherosclerosis-associated
collecting lymphatic vessel dysfunction. Experiments performed with blood platelets isolated from apoA---treated Lalr 7~ mice
revealed that apoA-l decreased ex vivo platelet aggregation. This suggests that in vivo apoA-l treatment limits platelet thrombotic
potential in blood while maintaining the platelet activity needed to sustain adequate lymphatic function.

Conclusions—Altogether, we bring forward a new pleiotropic role for apoA-I in lymphatic function and unveil new potential
therapeutic targets for the prevention and treatment of atherosclerosis. (/ Am Heart Assoc. 2017;6:€006892. DOI: 10.1161/

JAHA.117.006892.)

Key Words: apolipoprotein A-l = atherosclerosis © collecting lymphatic vessels ¢ platelets

he lymphatic system is an open, unidirectional system
playing multiple roles in immunity, chylomicron trans-
port, and clearance of wastes from the periphery.' It is
characterized by a network of vessels that carry a clear fluid
called lymph. Sequentially, ultrafiltrates from peripheral
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tissues are absorbed by initial lymphatics (also called
lymphatic capillaries), a highly permeable and specialized
compartment constituted by discontinuous “button-like”
junctions between endothelial cells.? These initial lymphatics
are characterized by the absence of smooth muscle cells and
the presence of lymphatic vessel endothelial hyaluronan
receptor (LYVE-1) at the surface of lymphatic endothelial cells
(LECs).® Following its absorption, lymph moves on to
converge into larger vessels called collecting lymphatic
vessels that are partially covered with smooth muscle cells,
and characterized by the expression of podoplanin.* Collect-
ing vessels are composed of contractile lymphangions that
propel lymph in a unidirectional manner, with the help of
intraluminal bi-leaflet valves, as well as smooth muscle cells.
Eventually, lymph passes through the lymphovenous junction
and reaches the blood circulation via the subclavian vein.®
Junctional organization of LECs in initial lymphatics and
collecting vessels is crucial to vessel integrity. The transcrip-
tional factor FOXC2 (Forkhead box protein C2) has been
identified to play a key role in cell-cell junctions and
lymphatic valve integrity. Depletion of FOXC2 has led to
major lymphatic dysfunction and lethality.® However, many
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ApoA-l Enhances Lymphatic Function Milasan et al

Clinical Perspective

What Is New?

* We bring forward a new pleiotropic role for apolipoprotein
A-l in preserving and restoring lymphatic function by direct
and indirect mechanisms that include platelet activity.

What Are the Clinical Implications?

e Our work unveils new potential therapeutic targets for the
prevention and treatment of atherosclerosis.

other different transcription factors regulate lymphatic devel-
opment. Interestingly, it has been shown that during
embryogenesis, lymphatic system separation from blood
vessels requires platelet activity.” Indeed, platelets regulate
the blood/lymphatic vessel separation by inhibiting the
proliferation, migration, and tube formation of LECs, upon
the interaction of C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) with
podoplanin.® Platelet activity has also been shown to be
required throughout life in order to maintain the lymphove-
nous junction integrity.® In addition to the hemostatic role of
platelets in maintaining lymphatic’> and blood vessel
integrity,” platelets have been shown to act through their
secreted active releasates and platelet microparticles, also
called extracellular vesicles (EVs), to promote inflammation'®~ "2
and conversely, to secure inflamed vessels.'®'* Platelet-derived
EVs are abundant in blood circulation, '® and we have reported,
for the first time, that platelet-derived EVs are present in mouse
lymph.'¢

The lymphatic network plays an important role in
inflammatory and autoimmune diseases, cancer, lym-
phedema, graft rejection, and wound healing."” ' The
concept that lymphatic vessels could influence atherogene-
sis and lipoprotein transport has first been brought forward
several decades ago.?°?? However, we had to wait until
recently to directly associate the lymphatic system with
atherosclerosis,23’27 a disease driven by the accumulation of
cholesterol in the artery wall, primarily by low-density
lipoprotein, leading to increased plaque buildup.?® It has
been described that without a functional lymphatic network,
cholesterol excreted from plague macrophages cannot be
properly conducted out of the artery wall, and thus cannot
be evacuated.?® The mechanisms responsible for the inter-
play between lymphatic function and the onset or progres-
sion of atherosclerosis remain under intensive investigation.
In that perspective, our group has recently demonstrated
that the lymphatic impairment observed during atheroscle-
rosis first affects the collecting lymphatic vessels rather than
the initial lymphatics, a defect that was detectable even
before plaque formation.?*

Whereas the adventitial lymphatic vessels are now
accepted as important modulators of cholesterol transport
between the atherosclerotic lesion and the bloodstream, the
apoA-l (apolipoprotein A-l) has been identified as a key
regulator of cellular cholesterol efflux via the ABCA1 receptor
present at the cell surface.?”*° ApoA-l is the main protein
constituent of plasma high-density lipoprotein (HDL) and
participates in its highly heterogeneous properties.®'*?
Whereas subcutaneous injections of low-dose lipid-free
apoA-l treatment do not significantly increase plasma HDL-
cholesterol concentrations, lipid-free apoA-l reduces excess
cellular cholesterol and reverses the autoimmune-like pheno-
type that develops in high cholesterol diet—fed Ldlr~ apoA-
1=/~ double knockout mice.®® Recently, the mechanistic basis
explaining this protective effect of small and consistent
amounts of apoA-l in reducing lipid and immune cell
accumulation within the aortic root has emerged. HDL and
apoA-l have been shown to modify atherogenic and antigen
presentation properties by interfering with the cell membrane
lipid raft.3*~3® In the same vein, it has been demonstrated that
apoA-l acts in hypercholesterolemic mice by systemically
reducing excess cellular cholesterol accumulation in mem-
brane lipid rafts.>” The latter are tightly regulated micro-
domains contained in cell membranes and they form a
platform responsible for organizing the signaling of receptors
and proteins of various cell types. In a recent publication,
in vitro treatment with apoA-l, on a tumor necrosis factor-a
background, has been found to cause lymphangiogenesis.
ApoA-l treatment has been demonstrated to increase
podoplanin mRNA level, which could potentially help the
CLEC-2/podoplanin interaction with platelets.>®

In the present study, we hypothesize that the protective
effect of apoA-l is mediated at least in part by preserving
collecting lymphatic vessel function by mechanisms that
include modulating platelet adhesion on LECs. Our findings
could bring forth a new pleiotropic role for apoA-l in lymphatic
function and unveil new potential therapeutic targets for the
prevention and treatment of atherosclerosis.

Methods

Experimental Setup

Ldlr~”" mice on a C57BL/6 background were purchased from
Jackson Laboratories. Animals were housed in a pathogen-
free environment under 12-hour light—dark cycles with free
access to water. The experimental design of the in vivo
section of our study is illustrated in Figure 1A. Female Lalr "~
mice at 6 weeks of age were fed a high-fat diet (HFD—
adjusted calories diet, 0.2% total cholesterol and 42% from
fat, Harlan 88137) for 8 weeks, after which they were
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Figure 1. Study design and assessment of circulating total cholesterol and lipid deposition in Ldlr~”~ mice. A, Pictogram of the experimental
design used. At 6 weeks of age, female Ldlr /™ mice began a high-fat diet (HFD, hatched bar). After 8 weeks, mice were divided into 3 groups.
Two groups (groups #1 and #3) remained on the HFD during the treatment phase of the study and were divided as follows: group
#1—intradermal (i.d.) injections of 200 png of BSA, 3 times/wk (black bar); group #3—intradermal injections of 200 pg of lipid-free
apolipoprotein A-l (apoA-l), 3 times/wk (white bar). Group #2 was switched on a chow diet instead of receiving injections (light gray bar). After
20 wks of age, the mice were evaluated and lymphatic function assessed. B and C, Neutral lipid- (Oil Red O; ORO) area was quantified in the 3
groups of mice (en face) using Image) software. Experiments were performed with 7 to 11 mice per experimental group. Total cholesterol was
assessed in (D) plasma and (E) lymph of BSA-, diet switch-, and apoA-l-treated Ldlr 7~ mice. Experiments were performed with 4 mice per
experimental group. **P<0.01 and ***P<0.001, as determined by 1-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test.

separated into 3 age-matched groups for a period of 6 more
weeks. To assess the direct effect of apoA-l on lymphatic
function, 1 group was injected intradermally with lipid-free
apoA-l (200 ng/25 g of body weight) 3 times a week for
6 weeks while still under a HFD. The control group received
concentration-matched BSA alone. A third group was
switched to standard chow diet, in order to lower plasma

cholesterol and promote lesion regression.? At the end of the
sixth week, lymphatic function assays were performed and
blood and lymph were collected under anesthetic conditions.
Following this, mice were euthanized by cardiac puncture
following ketamine anesthesia (100 mg/mL ketamine admin-
istered at 0.10 mL/10 g of body weight), or by carbon
dioxide (CO,), and were perfused with 15 mL PBS. Finally,
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organs were collected. All experiments were performed in
accordance with the Canadian Council on Animal Care
guidelines and approved by the Montreal Heart Institute
Animal Care Committee.

ApoA-| Preparation

ApoA-I was purified from human plasma by sequential
ultracentrifugation as previously described.>®> The apoA-l
was lyophilized to dryness, dissolved in 6 mol/L guanidine
hydrochloride, and then refolded by dialyzing exhaustively
against 10 mmol/L ammonium bicarbonate, pH 7.4. Mass
spectrometry and 12% SDS-PAGE were used to ensure that
there were no contaminating proteins and that apoA-l
methionines were not oxidized to the sulfoxide form, a
common contaminant in apoA-l preparations. Protein concen-
tration was determined using the Lowry assay.?’

ApoA-I Kinetics

To ensure that the lipid-free apoA-l injected was absorbed
by the initial lymphatics present in the back skin dermis
and that apoA-l kinetics in lymph reflect that of blood, we
used wild type mice on a C57BL/6 background purchased
from the Jackson Laboratories (Figure S1). Wild type mice
were anesthetized with isoflurane (4% for induction, 2—3%
for maintenance). For lymph collection, the animal was
anesthetized and positioned on its right side. A cannula was
inserted into the thoracic lymph duct above the cisterna
chyli between the transverse lumbar artery and the
diaphragm as previously described.’® Lymph was collected
continuously for 45 minutes with a tube attached to a
syringe coated with EDTA 0.1 mol/L. Blood was collected
by cardiac puncture with a syringe coated with EDTA
0.1 mol/L followed by euthanasia of the animal . Collected
lymph was centrifuged at 1200g for 10 minutes and blood
was centrifuged at 2400g for 10 minutes. To avoid thawing-
related damage on lipoprotein conformation, sucrose (5%)
was added before samples were stored at —80°C for
further batch analysis. Human ApoA-l was measured by
ELISA tests.

Lymphatic Functional Assessment

Lymphatic function was assessed by 3 complementary
methods. First, the propensity of dendritic cells to migrate
through the lymphatic vessels from the periphery to draining
lymph nodes (LNs) was measured as described previously.*°
The animals were euthanized 18 hours after the application of
a solution that contains fluorescein isothiocyanate (FITC),
dibutyl phthalate, and acetone solution, in order to instigate
an immune response and thus dendritic cell trafficking. Of

importance, FITC was applied to a different location than the
apoA-l injection site, as our interest was to assess the global
lymphatic function. The corresponding skin-draining LNs were
recovered and enzymatically digested in collagenase D for
25 minutes at 37°C. Cells were then passed through a 70-um
cell strainer, washed, counted, and stained for analysis by
flow cytometry (BD Biosciences LSR Il). Conjugated antibodies
CD11b PerCp-Cy5.5 (BioLegend, CA101227-BL), CD11c
PeCy7 (Tonbo Biosciences, 60-0114), MHCII-VioletFluor 450
(Tonbo Biosciences, 75-5321), and CD45-APC (Tonbo Bio-
sciences, 20-0451) were used. The number of dendritic cells
that uptake FITC and traveled to the corresponding skin-
draining LN was then counted based on the total LN cellularity
(% of FITC™ cellsx# of cells/LN).

Second, lymphatic vessel permeability was assessed using
Evans Blue dye for tracing the path of lymph through popliteal
lymphatic vessels.?* Mice were anesthetized with isoflurane
and following Evans Blue intradermal injection in the footpad,
popliteal collecting lymphatic vessels were visualized using a
Stereo Discovery V8 (Zeiss). Both the effusion of Evans Blue
around the vessel, as well as the area the leakage covers were
analyzed using Image) software.

Third, lymphatic function was assessed by quantifying the
dermal clearance of dextran by the initial lymphatics, as
described previously.*! Briefly, a total of 1 pL fluorescent
(Cy5) dextran (70 kDa) at a concentration of 2 mg/mL in
sterile PBS was injected intradermally in the ear pinnae of
anesthetized mice. Because of its large size, the tracer is
specifically uptaken by blind-ended lymphatic capillaries,
avoiding absorption by blood capillaries. Fluorescence decay
was observed through the skin using a fluorescence stere-
omicroscope and images of the skin were acquired every
minute for 30 minutes. The rate of clearance was determined
by calculating the area under the curve of fluorescence
intensity at each time point, and normalized to the initial
value. The normalized rate of fluorescence decay was then
calculated from the slope of area under the curve versus time,
which is considered proportional to the actual rate of dextran-
Cy5 clearance.

Mouse Platelet Isolation

Mouse blood was withdrawn in 1-mL syringe containing 50 pL
of diluted heparin (dilute stock heparin 1:10 to obtain
1000 U/mL). Blood from 2 to 3 mice was pooled to obtain
sufficient platelets. Blood was then diluted in Tyrode’s buffer
(1/2) containing 0.2 pug/mL of prostaglandin E1 (Sigma) and
centrifuged at 164g for 8 minutes. An additional centrifuga-
tion was made with diluted red blood cells in Tyrode’s buffer
containing 0.2 pg/mL of prostaglandin E1 to obtain more
platelets. Prostaglandin E1 0.2 pg/mL was added to the
pooled platelet-rich plasma and centrifuged at 1000g for
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5 minutes. The pellet was resuspended in modified Tyrode’s
buffer at a concentration of 250x 10° platelets/mL.

Mouse Platelet Aggregation

Isolated platelets were submitted to a constant shear rate
(1000 rpm) at 37°C in a 4-channel optical aggregometer
(Chronolog Corp.). A volume of 250 pL of the washed platelet
preparation was used per channel. Platelet aggregation was
then induced with high concentration of thrombin (0.5-1 U/
mL) in the first channel or podoplanin (5 pg/mL) in the
second channel, and the percent aggregation was recorded
when platelets reached a plateau.

Immunoblotting of Mouse Platelets

Following aggregations, platelets were lysed by adding
62.5 L of 4X SDS in 250 pL of washed platelets, and
heated at 95°C for 5 minutes. Samples were stored at —20°C
until further analysis. Proteins from the 3 mouse groups’
platelets were separated by 10% SDS-PAGE followed by its
transfer to nitrocellulose membranes. The membranes were
blocked with 5% nonfat dry milk for 1 hour at room
temperature. Antibodies against CLEC-2 (R&D Systems,
AF1718) and pAkt (Cell Signalling, 9275) were incubated
with the membranes overnight at 4°C, and a horseradish
peroxidase—conjugated secondary antibody (Abcam, AB6741)
was used for detection using the Western Lightning Ultra
chemiluminescence kit (PerkinElmer).

Organ Harvesting

LNs, ears, dermal back skin sections, aortas, hearts, and
popliteal collecting lymphatic vessels were harvested and
either freshly processed for flow cytometry analysis and/or
Western blots, or fixed in 4% paraformaldehyde and 10%
formalin for future analysis.

Immunohistochemistry and Immunofluorescence
of the Skin Dermis

The back skin of the animals was shaved and harvested, fixed
in 10% formalin, and embedded in paraffin. Eight-micrometer
(um)-thick back-skin sections were stained with hematoxylin
and eosin. Pictures were taken with an Olympus B45
microscope and visualized using ImagePro Plus 7.0 software.
Another batch of 8-um-thick back-skin sections was incu-
bated with anti-CD206 (Abcam, ab64693), -CD68 (Biolegend,
137001), and -LYVE-1 (Abcam, ab14917) antibodies. Second-
ary antibodies anti-Alexa-fluor 555 (Abcam, ab150074), -Cy3,
and -Cy5 (Jackson ImmunoResearch, 712-165-150 and 711-
606-152, respectively), as well as 4/,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) were then added and images were
acquired with an LSM 710 Confocal Microscope (Zeiss)
equipped with a x63/1.4 oil dic objective.

Immunofluorescence of the Collecting Lymphatic
Vessel

Popliteal collecting lymphatic vessels were identified following
Evans Blue dye intradermal injection as described above, and
harvested. For analysis of vessel integrity, whole-mount
immunofluorescence analysis following incubation with anti—
smooth muscle actin already coupled to FITC (Sigma) and -
FOXC2 (R&D Systems, AF6989) antibodies was performed on
isolated popliteal lymphatics of mice. Secondary antibody
donkey anti-sheep 555 (Jackson ImmunoResearch, 713-165-
147) and DAPI were then added. Images were acquired with
an LSM 710 Confocal Microscope (Zeiss) equipped with a
x63/1.4 oil dic objective. All image handling was performed
using Image) software.

Atherosclerotic Lesion and Initial Lymphatic
Density Quantification

The heart and aorta were removed and fixed in 4%
paraformaldehyde for 2 hours. The heart was transferred
into PBS containing 30% sucrose (wt/vol) overnight at 4°C
before being immersed in optimal cutting temperature
compound and stored at —80°C. Eight-micrometer-thick
cryosections of the aortic sinus were prepared. Cross-
sections of the aortic sinus were stained with anti-LYVE-1
(Abcam, ab14917) and anti-CD68 (Biolegend, 137001)
antibodies, and then incubated with the appropriate
secondary antibodies. As macrophages can also be positive
for LYVE-1, adventitial initial lymphatics were identified as
LYVE-1"CD68~ cells forming vessel-like shapes. Whole-
mount immunohistochemical analysis of the ear dermis to
visualize lymphatic vessels was performed as described
previously.*? Ear dermis was stained for lymphatic capillar-
ies (anti-LYVE-1, Abcam) at 4°C, and then sections were
incubated with Alexa Fluor 647-conjugated donkey anti-
rabbit antibody and Cy3 donkey anti-rat (Jackson ImmunoR-
esearch, 711-606-152 and 712-165-150, respectively). All
imaging was performed on a Fluoview FV10i (Olympus).
Vessel counts were performed by 1 observer. The relative
quantification of the number of initial lymphatics (LYVE-1"
vessels), their diameter, and the total surface area they
occupy was determined by computer-assisted morphometric
analysis. Aortas were cleaned by removing the surrounding
fat and were then split along their outer curvature. Neutral
lipid assessment in atherosclerotic lesions in the aortic
sinus and en face aorta was performed by Oil-red-O (ORO)
staining (Sigma, 0-0625).
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Human Platelet Isolation

All experiments performed with human specimens were
approved by our institutional review committee and every
subject gave informed consent. Human blood from healthy
donors was collected with a syringe containing Anticoagulant
Citrate Dextrose Solution and centrifuged at 200g for
15 minutes. Prostaglandin E1 (1 pg/mL) was added to the
platelet-rich plasma and centrifuged at 1000g for 10 minutes.
Platelets were washed with Hanks balanced salt solution
citrate buffer and the suspension was centrifuged at 800g for
10 minutes. Lastly, platelets were resuspended in Hanks
balanced salt solution for a total concentration of
250% 10° platelets/mL.

Cell Culture

Primary human dermal lymphatic microvascular endothelial
cells-adult (HMVEC-dLyAd) were cultured according to the
manufacturer’s protocol (Lonza) in EBM-2 medium containing
the EGM-2 MV SingleQuots. Cells were seeded in 1 p-Slide
VI°# tissue culture treated flow chamber (Ibidi) or in a glass-
bottom culture dishes chamber (Mattek) for experiments that
did not require a steady perfusion flow rate. In both of these
cases, HMVEC-dLyAd at 80% confluence were treated with
apoA-l (0.6 mg/mL) for 24 hours.

Platelet Perfusion Under Physiological Lymph
Flow

Following treatment, for underflow, isolated human washed
platelets were perfused over the HMVEC-dLyAd at a wall
shear rate of 50/s at 37°C for 8 minutes. PBS was then
added to remove the nonadhered platelets. For static
treatments, the HMVEC-dLy-Ad were treated with washed
platelets for 1 hour. Cells were then fixed with paraformalde-
hyde 2% and immunofluorescence analysis was performed
following incubation with anti-CD61 (Clone: VI-PL2,
Biolegend).

Immunoblotting of Human Lymphatic Endothelial
Cells

Proteins were extracted using radioimmunoprecipitation
assay buffer and the protein concentration was established
using the Bradford Protein Assay Kit (Bio Basic). Protein
samples were diluted in 4X Laemmli buffer, then heated at
95°C for 5 minutes. Proteins were separated by electrophore-
sis on a 12% SDS-PAGE, then transferred on nitrocellulose
membranes. The membranes were blocked with 5% nonfat dry
milk in Tris-buffered saline (TBST, 0.1% Tween 20) for 1 hour
at room temperature, then incubated with an anti-podoplanin
(OriGene, DP3512S), an anti-vascular endothelial growth

factor receptor (VEGFR)-3 (Abcam, AB27278), or an
anti-beta-actin (Abcam, AB8227) overnight at 4°C. The
membranes were washed with TBST and incubated with
horseradish peroxidase—conjugated secondary antibodies
(Abcam, AB6721 and AB6721) for 1 hour at room tempera-
ture. Western Lightning Ultra chemiluminescence kit
(PerkinElmer) was used for detection. Each sample was
normalized with its respective beta-actin expression.

Platelet-Activating Factor Acetylhydrolase
Activity

Plasma and lymph from the 3 mouse groups was used to
assess total platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-
AH) activity. We used the Cayman’s platelet-activating factor
(PAF) Acetylhydrolase Assay Kit (Cayman Chemical, 760901)
and followed manufacturer instructions.

Statistical Analyses

Data are presented as mean and SEM. Statistical differences
were assessed using a 2-tailed parametric Student t test,
ANOVA or nonparametric tests, with P<0.05 reported as
statistically significant, using Prism software version 6.0 ¢
(GraphPad) or SPSS version 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Study Approval

All animal studies were performed in accordance with the
Canadian Council on Animal Care guidelines and approved by
the Montreal Heart Institute Animal Care Committee. All
experiments performed with human specimens were
approved by our institutional review committee and every
subject gave written informed consent before inclusion in the
study.

Results

ApoA-l Treatment Reduces Aortic Lipid Without

Significantly Affecting Total Cholesterol Level in
Ldlr~”~ Mice

As our goal is to assess the effect of apoA-l on the
lymphatic vasculature per se, we performed intradermal
injections to allow a more direct drug uptake by the dermal
initial lymphatic vessels (experimental design illustrated in
Figure 1A). After subtracting the background value, we first
measured the time course appearance of human apoA-l in
plasma and lymph following intradermal injection of lipid-free
apoA-l in HFD-fed Ldir 7~ mice, and confirmed that the
injected apoA-l reach lymph efficiently. Approximately 1.5%
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and 3% of the injected human apoA-l appears and peaks by
3 and 8 hours postinjection, in lymph and blood, respec-
tively (Figure S1).

We next tested the effect of this route of injection on the
extent of atherosclerosis in our 3 groups of mice. En face
aorta ORO" staining is decreased following apoA-l treatment;
Figure 1B shows representative images of the atherosclerotic
lesions present in the thoracic aorta, as assessed after
staining with ORO. The results of ORO quantification are
expressed as percent of total surface (Figure 1C). Ldlr”~
mice that have been switched from a HFD to a chow diet have
significantly less plasma cholesterol than control- (BSA-) or
apoA-I-treated mice on continuous HFD (Figure 1D). ApoA-I
does not significantly decrease plasma (Figure 1D) or lymph
(Figure 1E) cholesterol compared with control. Contrarily to
mice that had been switched to a chow diet, apoA-I treatment,
when injected intradermally, did not, however, significantly
reduce lesion size or ORO area, nor CD68" cells in the aortic
sinus (Figure S2A through S2C, respectively) of Ldlr ™ mice
fed for 8 weeks on a HFD. Figure S2D and S2E show
representative images of the aortic root stained with ORO and
CD68 antibody, respectively.

ApoA-| Restores Systemic Cellular Lymphatic
Transport in Ldlr 7~ Mice

To test whether apoA-l might exert its beneficial effects
through its interaction with the lymphatic system, we first
measured the transport of dendritic cells from the peripheral
tissue (skin) to the corresponding draining LN through the
lymphatic system in our different groups.4° We show that

atherosclerotic HFD-fed Ldlr /™ mice, with respect to the
number of dendritic cells that have migrated from the skin to
the corresponding draining LN (Figure 2A). In diet switch
mice, this effect was not seen, despite a decrease in plasma
cholesterol as previously illustrated (Figure 1D). In addition to
improving dendritic cell transport from peripheral tissues, this
low-dose apoA-l treatment was associated with accumulation
of fewer immune cells in the skin dermis of Ldlr™”~ mice.
CD206" (Figure 2B) and CD68" (Figure 2C) macrophage
levels were decreased in apoA-l-treated mice. Whereas
resident CD206" macrophages are significantly less abundant
in the diet switch group, CD68" macrophages density was not
significantly affected by this decrease in plasma cholesterol.

ApoA-lI Does Not Alter Obesity-Related
Parameters

Obesity causes chronic systemic and local inflammation,**
and impairs lymphatic function.** We therefore sought to
investigate whether apoA-l could have acted on lymphatic
transport by first reducing obesity-related parameters. Our
results revealed that subcutaneous adipose tissue (Figure 3A
and 3B), visceral fat (Figure 3C), or total body weight variation
(Figure 3D) in Ldlr ™ mice are not a priori affected following
apoA-l treatment in our experimental design.

ApoA-lI Enhances the Prevalence of Initial
Lymphatic Vessel Number Without Affecting
Their Function

We have recently demonstrated that lymphatic dysfunction, at

apoA-l  treatment rescues lymphatic  function in least in an early stage of atherosclerotic disease, is mainly
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Figure 2. Effect of apoA-l on systemic cellular lymphatic transport in Ldlr~”~ mice. Using a contact sensitization assay, the assessment of
dendritic cell migration through the lymphatic was assessed by flow cytometry. Skin-draining lymph nodes were harvested after 18 hours and
the number of dendritic cells that migrated from the skin to the lymph node was determined. We quantified the (A) number of
CD45*CD11c*FITC" cells in BSA-, diet switch-, and apoA--treated Ldlr 7~ mice. Experiments were performed using 5 to 8 mice per
experimental group (mean+SEM). Analysis was performed using a BD LSRIl flow cytometer. The percentage of (B) CD206'DAPI* and
(C) CD68 DAPI™ macrophages were quantified in 10-um-thick skin sections from the 3 groups of mice. Experiments were performed with 7 to
11 mice per experimental group and were quantified using Image) software. *P<0.05 and **P<0.01, as determined by 1-way ANOVA with
Tukey’s post-hoc test. apoA-l indicates apolipoprotein A-l; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole.
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caused by collecting lymphatic vessel impairment.”* In our
current experimental design, as the atherosclerotic plaque is
already advanced, we do not exclude the fact that the defect in
lymphatic transport could now reside in both the initial and the
collecting lymphatic vessels. We therefore explored lymphatic
vessel density in the skin dermis (back skin and ear dermis,
Figure 4A and 4B, respectively) and in the adventitia of the
aortic sinus (Figure 4C). Reversing the diet to a chow diet does
not increase lymphangiogenesis (Figure 4D through 4F).
Although no changes are observed in the back skin, apoA-l

BSA

Diet switch

ApoA-|

treatment is reflected by a small albeit significant increase of
initial lymphatic vessels in the aortic sinus and in the ear dermis
of Ldlr”~ mice. However, an increase in branching points or
initial lymphatic hyperplasia could not be observed concomi-
tantly (Figure 4G and 4H, respectively). To test whether this
slight increase in LYVE-1" vessels was sufficient to improve the
uptake of interstitial molecules, we quantified the dermal
clearance of a large molecule (dextran Cy5) by the initial
lymphatics over a time course of 30 minutes and observed no
changes in the dye uptake (Figure 4l).
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Figure 3. Obesity-related parametersin Ldlr~"" mice. A, Hematoxylin and eosin stainingwas performed
on 8-um-thick paraffin skin sections in BSA-, diet switch-, and apoA-l-treated Ldlr”~ mice. B,
Quantification of adipose tissue thickness in back skin is illustrated. Experiments were performed with 5
to7 replicates perexperimental group (mean+SEM). Pictures were taken with an Olympus B45 microscope
andanalyzed usingImagePro Plus 7.0 software. Allimage handling was performed using Image) software. C,
Visceral fat was excised and weighed. Visceral fat percentage was calculated based on the visceral fat and
the mouse total body weight. D, Weight gain variation percentage was calculated using the variation
between the final and initial weight of the mouse. Experiments were performed with 10to 12 replicates per
experimental group (meanSEM). Scale bar=500 um. apoA-l indicates apolipoprotein A-l.
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Figure 4. Assessment of initial lymphatic vessels morphology and function in Ldlr~”~ mice. Initial lymphatic vessels (Lyve-1) were imaged by
immunofluorescence and their numberwas quantified in (A and D) the back skin, (B and E) ear dermis, and (C and F) aortic sinus of BSA-, diet switch-,
and apoA-l-treated Ldlr”~ mice. In back skins and aortic sinuses, only distinguishably round Lyve-1* vessels were included, as indicated by the
yellowarrows. Dataare expressed as the percentage of BSA (control group) ineach set of tissues. Experiments were performed with 7 to 11 replicates
per experimental group (mean+SEM). Quantification of the (G) branching and (H) diameter of Lyve-1" vessels in the ear dermis. I, Lymphatic
molecular transport was assessed by Cy5-labeled Dextran (70 kDa)injectionin the ear dermis of BSA-, diet switch-, and apoA-k-treated Ldlr~~ mice.
Experiments were performed with 5 to 11 replicates per experimental group (mean+SEM). Pictures were taken using Fluoview FV 10i (Olympus). All
image handling was performed using Image] software. *P<0.05 as determined by 1-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. Scale bars=100 pm (B)
and 50 pm (A and C). apoA-l indicates apolipoprotein A-l; AUC, area under the curve; DAPI, 4/,6-diamidino-2-phenylindole.

ApoA-lI Reduces the Atherosclerosis-Associated
Increased Collecting Lymphatic Vessel

Permeability

Whereas we observe an enhanced number of initial lymphatic
vessels in the apoA-I-treated group, our results suggest that the

interstitial fluid uptake does not seem to be improved overall.
Thus, we hypothesize that it is only once reaching the collecting
lymphatic vessel that lymph flow is compromised and that
apoA-lI would mediate its beneficial effect solely at that level
during atherosclerosis progression. Therefore, we next wanted
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to investigate whether apoA-l adequately restores collecting
lymphatic vessel function. We first determined the effect of
apoA-l on collecting lymphatic vessel permeability by injecting
Evans Blue in the footpad skin of the mouse. Images of the lower
limb were taken to visualize the popliteal lymphatic vessels.
Evans Blue leakage surrounding the vessel was quantified
(Figure 5A). Ourresults show that leakage is nearly nonexistent
in mice treated with apoA-l, indicative of proper lymphatic
vessel integrity (Figure 5B and 5C). In the diet switch group, the
area of leakage was also decreased, whereas the perpendicular
leakage distance was as impaired as in the BSA group.
Several factors could account for the loss of lymphatic
vessel permeability during atherosclerosis. Specific deletion
of the Forkhead transcription factor FOXC2 on LECs is
associated with a loose and disorganized extracellular matrix,
which is indicative of increased endothelial permeability.(’ To
test whether apoA-l could regulate lymphatic permeability
through FOXC2 expression, popliteal lymphatic vessels were
harvested, and FOXC2 expression was assessed by
immunofluorescence. Our images reveal that FOXC2 expres-
sion is similar in Ldlr”~ mice that underwent apoA-l
treatment and control mice (Figure S3). However, feeding
mice with chow diet appears to increase FOXC2 expression,

suggesting that normalizing circulating cholesterol could
enhance cell—cell junction stability and endothelial integrity.
Our results indicate that apoA-l most likely uses another
mechanism to improve lymphatic vessel permeability.

ApoA-l Enhances Human Platelet Adhesion to
Lymphatic Endothelial Cells in Culture

Among the potential players involved in regulating vessel
function and integrity, platelets are a target of interest in
lymphatic physiology. Platelets are essential in proper
lymphatic function: the interaction between CLEC-2 on
platelets and podoplanin on LECs is crucial for the formation
of the lymphovenous junction and for the lymphatic vessel
integrity per se, during development and throughout life.”> As
platelets are gatekeepers for lymphatic endothelial cells, we
thus sought to investigate the potential role of platelets in
repairing the loss of lymphatic vessel permeability during
atherosclerosis. First, we isolated platelets from human blood
and assessed platelet adherence to primary HMVEC-dLyAd
pretreated for 24 hours with either apoA-I or BSA (control).
Our results show that, regardless of the treatment, platelets
adhere to the lymphatic endothelium and exert a bridging
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Figure 5. Assessment of collecting lymphatic vessel permeability in Ldlr”~ mice. A, Lymphatic
vascular integrity was assessed following Evans Blue (EB) dye intradermal injection in the footpad of BSA-,
diet switch-, and apoA-I-treated Ladlr "~ mice. After 30 minutes, lymphatic vessels were visualized using a
Stereo Discovery V8. Pictures were taken by Canon Rebel XSI. BSA and diet switch mice display EB dye
leakage around the vessels (green arrows). Histograms on top of each vessel illustrate the propagation of
EB dye leakage. Both the (B) leakage distance and (C) its area were assessed and calculated using Image)
software. Experiments were performed with 4 replicates per experimental group (mean+SEM). **P<0.01
and *P<0.05, as determined by 1-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. apoA-l indicates apolipoprotein
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Figure 6. Effect of lipid-free apoA-l treatment on platelet adhesion to lymphatic endothelial cells. A through C, Human
platelets were isolated and incubated with a confluent monolayer of primary HMVEC-dLyAd for 1 hour at 37°C. LECs
and platelets were identified by immunofluorescence using DAPI and anti-CD61 antibodies, respectively. A,
Representative images indicating that, under static conditions, apoA-I-treated LECs display a “bridge effect” mediated
by platelets pseudopodia, thus assembling LECs together. B, Representative images and (C) quantification of the number
of adhered platelets interacting with HMVEC in BSA- (upper panel) and apoA-I- (lower panel) treated LECs. Results are
the averages of 5 independent experiments. *P<0.05, as determined by 1-tailed ¢ test. D and E, Human platelets were
isolated and perfused over primary HMVEC-dLyAd seeded at maximum confluence in tissue culture treated flow
chambers, at a wall shear rate of 50/s at 37°C for 8 minutes. D, LECs and platelets were identified using DAPI and anti-
CD61 antibodies, respectively. E, The % augmentation in the number of adhered platelets following treatment is
indicated above the bars. P=0.043, using a Wilcoxon signed rank test. Scale bars=10 um (A and B) and 100 pum (E).
apoA-l indicates apolipoprotein A-l; DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole; HMVEC-dLyAd, human dermal lymphatic
microvascular endothelial cells-adult; LECs, lymphatic endothelial cells.
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effect through which as little as 1 platelet assembles together
several LECs (Figure 6A, left panel). Furthermore, an assem-
bling effect was observed, in which several platelets will
aggregate together in an attempt to bring together several
LECs (Figure 6A, right panel). Using the same experimental
setting, quantification of pseudopodia-shaped platelet adhe-
sion to the lymphatic endothelium allowed us to observe a
significant increase in the number of strongly adhered
platelets*®> per LECs when the latter were pretreated with
apoA-l (Figure 6B and 6C).

As podoplanin is more potent to bind to platelets under
flow,*® we exposed apoA-l- or BSA-pretreated LECs to a
constant venous shear for 8 minutes using 6-channel
p-slides, as depicted in Figure S4. Platelets isolated from 5
different healthy volunteers were perfused over HMVEC-dLy-
Ad at a wall shear rate of 50/s at 37°C for 8 minutes.
Figure 6D illustrates that, under a physiological flow, the
prevalence of CD61" platelet adherence per LEC (DAPI” cells)
was increased when HMVEC-dLyAd were first treated with
apoA-l. Platelet adhesion was improved in each individual
donor, with an increase ranging from 3% to 74% in all our
healthy volunteers, and an average increase in adherence of
36.24+11.8% (mean+SEM) was noted (Figure 6E). This large
span between values is to be expected as human physiology
is highly variable, but nonetheless, in all cases, we see an
increase in platelet adherence to the lymphatic endothelium

following apoA-l treatment (P=0.043 as determined by
Wilcoxon signed rank test).

To test whether an increase in podoplanin expression on
LECs could account for the beneficial effect of apoA-l, we
performed immunoblotting of human LECs pretreated with
apoA-l. Our results revealed no changes in podoplanin
expression (Figure 7A). We therefore turned to another
potential actor in lymphatic function regulation, namely, the
vascular growth factor receptor 3 (VEGFR-3). The detection of
VEGFR-3 on HMVEC-dLyAd by Western blots shows that
VEGFR-3 expression is increased when LECs are exposed to
apoA-I (Figure 7B).

ApoA-l Reduces Ex Vivo Platelet Aggregation

Activated platelets have long been known for their ability to
promote thrombus formation and coagulation.*’ Increased
platelet activation in blood is associated with the lethal
outcomes of atherosclerosis.*® Our results suggest that
pretreating LEC with apoA-I before platelet infusion
enhances platelet arrest at a physiological-like lymph flow
on LECs in vitro, a phenomenon that would most likely be
beneficial in preserving the lymphatic system integrity.’
Therefore, we next evaluated whether apoA-l treatment in
Ldlr~”~ mice would solely enhance the platelet activity
needed to maintain proper lymphatic function, while limiting
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Figure 7. Effect of lipid-free apoA-l treatment on podoplanin and VEGFR3 expression. Primary HMVEC-
dLyAd were seeded at maximum confluence and incubated for 20 hours with BSA or apoA-l. Cells were
then analyzed by Western blotting with the use of (A) podoplanin and (B) VEGFR3. Podoplanin protein was
observed at 37 kDa and VEGFR3 was observed at 170 kDa. Experiments were performed with 6 replicates
per experimental group. *P<0.05, as determined by 1-tailed t test. apoA-l indicates apolipoprotein A-l;
HMVEC-dLyAd, human dermal lymphatic microvascular endothelial cells-adult; VEGFR, vascular endothelial

growth factor receptor.
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the platelet activity that leads to blood thrombosis in
circulation. We measured the effect of in vivo apoA-l
treatment on platelet aggregation induced by platelet
agonists ex vivo.

Close to 2 decades ago, Li et al introduced the concept that
apoA-l Milano inhibits arterial thrombus formation through
inhibition of thrombin activity,*” and recent data have shown an
inhibitory effect of isolated human apoA-I on human platelet
activation and murine arterial /venous thrombosis.>° Recently,
it has been shown that, in vivo, apoA-l deficiency abrogates flow
restriction—induced thrombosis in a mouse model of deep vein
thrombosis, and intravenous human apoA-I infusion in wild-type
mice decreases thrombi prevalence from 55% in vehicle-infused
mice to 0%.>' Figure 8A shows representative aggregation
curves, obtained with a Chrono-log Optical aggregometer.
Platelet aggregation was performed using either high concen-
trations of the classic agonist thrombin (0.5-1 U/mL, blue
curves) or the CLEC-2 specific agonist podoplanin (5 pg/mL,
black curves) on platelets isolated from BSA-, diet switch-, or
apoA-l-treated Ldlr”~ mice. The histogram depicted in
Figure 8B and 8C represents the mean data of percent platelet
aggregation with thrombin and podoplanin, monitored under a
constant shear (1000 rpm) at 37°C. ApoA-l-treated Ladlr ™
mice displayed lower aggregation amplitude than that isolated
from the BSA-treated or diet switch group once it reached a
plateau after addition of thrombin (Figure 8B). At this arterial
shear rate, there was a statistically insignificant trend of
decreased aggregation of platelets isolated from apoA-I-treated
mice with podoplanin (Figure 8C). At least in plasma, Figure 8C
also revealed that podoplanin-induced platelet aggregation is
decreased in apoA-I-treated mice compared with BSA-control
mice, as calculated by a 2-tailed ¢ test.

To test whether apoA-l infusion could suppress flow
restriction—induced aggregation caused by enhanced baseline
levels of CLEC-2 on platelets, we determined by immunoblot-
ting the level of CLEC-2 expression on resting isolated
platelets. Neither the level of CLEC-2 (Figure 8D) nor the
phosphorylation of its downstream effector Akt (Figure 8E)
were statistically affected by apoA-l or diet reversal. PAF is
involved in platelet aggregation and is produced by a variety of
cells, including platelets. Its production is controlled by the
activity of PAF acetylhydrolases. Thus, because HDL and HDL-
associated PAF acetylhydrolase (PAF-AH) has been shown to
restore normal dendritic cell migration and priming,®? we
sought to determine whether an increase in PAF-AH activity
could have accounted for the beneficial effect on platelet
activity, and consequently, on lymphatic vessel integrity.
Figure S5 rather shows that PAF-AH activity, either in plasma
or in lymph, is unchanged among the 3 different groups of
Ldlr~”~ mice, suggesting that apoA-l does not mediate its
beneficial effect on lymphatic function via a PAF-AH-related
mechanism.

Discussion

Atherosclerosis is one of the principal causes of mortality
worldwide, instigating most cardiovascular diseases (coronary
artery disease). In recent years, a lot of emphasis has been
placed on increasing levels of blood HDL in clinical studies.
However, from a global perspective, increasing HDL-choles-
terol levels did not demonstrate any clinical benefits, nor
improve macrophage reverse cholesterol transport or decrease
coronary artery disease,’® °° leading scientists to redefine our
understanding of the cholesterol excretion pathway. ApoA-l,
the main protein constituent of plasma HDL, quickly became a
target of interest. It has been shown to be a key player in
macrophage reverse cholesterol transport regulation through
its capacity to package large amounts of cholesterol following
its interaction with ABCA1 on cell membranes.?”*¢ Interest-
ingly, subcutaneously injected lipid-free apoA-l has been
reported to reduce accumulation of lipid and immune cells
within the aortic root of hypercholesterolemic mice without
increasing HDL-cholesterol concentrations.>**”  Whereas
apoA-l has been extensively studied in the past decade, the
mechanisms by which it mediates its atheroprotective effect
are still unclear. In the present study, we addressed whether
and how preservation of collecting lymphatic function con-
tributes to the protective effect of apoA-I.

For several decades, the lymphatic system had been
suspected as being a potential player in lipoprotein transport
during atherosclerosis.?"?%°® Several years ago, Martel et al
quantitatively demonstrated, for the first time, that lymphatic
vessels are important components involved in macrophage
reverse cholesterol transport.?® Therefore, the lymphatic
system is now recognized as the missing link between the
atherosclerotic plaque and the blood circulation. Improving
lymphatic function to either prevent or abrogate atheroscle-
rosis would be a potentially attractive therapeutic target. We
therefore herein sought to connect the beneficial effects of
apoA-l in atherosclerosis to lymphatic function, and we
proposed that apoA-l might reduce the lymphatic dysfunction
observed during atherosclerosis.?® Our findings reveal that a
continuous low-dose intradermal injection of diet-fed Ldlr "~
mice with lipid-free apoA-l reverses atherosclerosis-asso-
ciated collecting lymphatic vessel dysfunction, without
significantly affecting plasma or lymph total cholesterol
concentrations. The direct effect of apoA-l on LECs combined
with its role in platelet activity highlight the versatility of this
apolipoprotein in the modulation of lymphatic function.
Altogether, our work suggests that preservation of collecting
lymphatic function contributes to the protective effect of
apoA-l.

The method of injection chosen in our experimental design
comes from the fact that lymphatic vessels are present and
abundant in the skin dermis.®? Therefore, to directly assess
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Figure 8. Effect of lipid-free apoA-l treatment on platelet activity. A, Representative aggregation curves, obtained
with a Chrono-log Optical aggregometer. Platelet aggregation was performed using either thrombin (blue curve) or
podoplanin (black curve) on platelets isolated from BSA-, diet switch-, and apoA-I-treated Ldlr '~ mice. Histogram
represents the mean data of percent platelet aggregation with (B) thrombin (0.5-1 U/mL) and (C) podoplanin (5 pg/
mL) monitored under a constant shear (1000 rpm)at 37°C. *P<0.05 and #P<0.06, as determined by Kruskal-Wallis
analysis with Dunn’s multiple comparison post-hoc test. Extracts from resting platelets were analyzed by Western
blotting with the use of (D) CLEC-2 and (E) Akt phosphorylation (pAkt). CLEC-2 protein was observed at 28 kDa and
pAkt protein was observed at 60 kDa. Experiments were performed with 4 replicates per experimental group, each

consisting of 2 mice per replicate. apoA-l indicates apolipoprotein A-l; CLEC2, C-type lectin-like receptor 2.
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the effect of the drug on the lymphatic vasculature per se, we
performed intradermal injections, rather than subcutaneous
injections as performed in previous work.®” Following the
injection, apoA-l is first retrieved in lymph before appearing in
the blood circulation, thus acting upon the lymphatic vascu-
lature as soon as it gets within the mouse. We observe
longitudinal plaque regression in the thoracic aorta of Ldlr '~
mice following lipid-free apoA-l treatment, independently of
cholesterol accumulation in lymph or plasma. As reported by
Wilhelm et al, this lack of effect in plasma cholesterol could
be explained by the potent effect of apoA-l on immune cell
cholesterol balance instead of affecting whole body choles-
terol balance.®® ApoA-l has the ability to relieve excess
cholesterol in lipid rafts/microdomains and thus to affect
numerous types of signal transduction pathways that rely on
these microdomains.®® The same rationale could be applied to
lymph: the positive effects of apoA-l on lymphatic and platelet
function suggest that despite high plasma cholesterol, cells
present in lymph have the ability to efflux their excess
cholesterol via lipid-free apoA-l to the liver. Therefore, it is
very likely that LEC and platelet signaling pathways depend on
the amount of cholesterol in their microdomains, conse-
quently modulating platelet aggregation and adhesion to the
lymphatic endothelium. As we hypothesize that apoA-l plays a
positive role in preserving lymphatic transport, the expected
repercussion would be observable, primarily, at the level of
the collecting lymphatic vessel, the entity that is first
defective during atherosclerosis-associated lymphatic dys-
function.?* By improving lymphatic vessel integrity, we believe
that apoA-l would improve lymph transport per se, thus
promoting the movement of lymph content toward the blood
circulation. Sequentially, cholesterol would be taken up by the
initial lymphatics, and efficiently pumped out of the collecting
lymphatic vessels to subsequently allow the exit of choles-
terol from the lymphatic vessel, to eventually reach the liver to
complete the reverse cholesterol transport loop, rather than
being stagnant in lymph.

Subcutaneous injections of apoA-1** had more potent
effects than intradermal injections to reduce the inflammatory
cell content in the aortic sinus. This is most likely because of
a more direct access to the blood vasculature. However, we
show that interstitial spaces near the skin-draining lymphatics
had less macrophage accumulation in the apoA-l-injected
mice compared with the diet switch- or the BSA-injected
control group. Following contact sensitization on the back-
skin dermis,40 we also show that dendritic cells are more
potent to migrate to the corresponding draining lymph nodes
when lipid-free apoA-l is injected, compared with the 2 control
groups. Our results suggest that apoA-l, but not diet switch,
can regulate immune cell content and improve lymphatic
function before influencing obesity-related parameters such
as subcutaneous fat accumulation.

Recent studies in animals provide evidence that affecting
lymphatic drainage by promoting the growth of lymphatic
vessels can modulate inflammation.®®™®* Lymphatic vessel
hyperplasia has been associated with hypercholesterolemia,*?
but we show here that apoA-l does not reduce vessel
diameters. In addition, we report that the transport of larger
molecules is not seemingly different between the groups,
reflecting that the capacity of the peripheral ultrafiltrate to be
uptaken is not modified, despite the increased number of
lymphatic vessels observed solely in the ear dermis. Alto-
gether, these observations point out that more numerous
initial lymphatic vessels do not necessarily reflect better
functioning lymphatic vessels in our atherosclerotic mouse
model. We have recently reported that lymphatic dysfunction
associated with the early stage of atherosclerosis appears to
be first and foremost linked to a defect in the collecting
lymphatic vessel per se.?* Aging®* and chronic HFD®® have
also both been associated with a defect in the collecting
lymphatic vessels as well, stressing the importance of
targeting this portion of the vessel in chronic inflammatory
diseases. As the defect is first found in the collecting vessels,
lymphangiogenesis by itself might not be sufficient to reduce
plaque formation. Therefore, we next investigated collecting
lymphatic vessel permeability in our models. We first showed
that, following apoA-I treatment, Ldlr ™ mice have restored
collecting lymphatic vessel integrity as shown by a decrease
in Evans Blue leakage around the vessel, both with respect to
the area and the perpendicular distance of leakage within the
surrounding tissue. This is potentially reflected in previous
studies where HDL was shown to increase endothelial
barrier integrity, implicating sphingosine 1-phosphate as a
mediator.®® In our case, we suspected that apoA-l acted in a
similar way on the lymphatic vessels. Surprisingly, although
FOXC2 absence/reduction is well known to be implicated in
lymphatic valve failure,®” thereby potentially causing lym-
phedema and more importantly a dysfunction in the lymphatic
collecting vessels, our results did not report a direct effect of
apoA-l on FOXC2. The switch to a chow diet from HFD,
however, significantly restored FOXC2 levels by immunoflu-
orescence imaging, an avenue that deserves further attention.
So far, variations in FOXC2 may have a minor role in body
weight control and seem to be involved in the regulation of
basal glucose turnover and plasma triglyceride levels, partic-
ularly in women.®® For now, we believe that modulating
FOXC2 might not be sufficient to rescue atherosclerosis-
related lymphatic dysfunction and that apoA-l uses another
mechanism to improve lymphatic vessel permeability.

Whereas an excess of platelet activation in blood circula-
tion is often deleterious and is associated with clinically
devastating outcomes in atherosclerosis, platelets are also
known to support the semipermeable function of the blood
vessel endothelium.®® In lymphatic physiology, they play a
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critical role in the development and maintenance of the
lymphatic system. In addition to maintaining the integrity of
high endothelial venules during lymphocyte trafficking to
lymph nodes,”® it has recently been reported that platelet
activation through its receptor CLEC-2 is essential for
maintaining lymphatic vessel integrity.” In blood vessels,
under homeostatic conditions, macrophages have been
shown to interact with blood endothelial cells through their
filopodia and exert a “bridge effect” between adjacent
endothelial cells, thus strengthening the endothelial barrier
in blood vessels.”" Perivascular cells appear to be for blood
endothelial cells what platelets would be for lymphatic
endothelial cells (ie, guardians of good vessel integrity). Here,
we observe that platelets can indeed also have a similar
protective effect on lymphatic endothelial cells, and that
apoA-l enhances the adherence of pseudopodia-shaped
platelets. Platelets were even shown to cluster together in
order to be able to reach and pull several LECs together,
reminiscent of endothelium junction formation. Despite the
known literature concerning platelets as being preferred
structural elements of blood and that they do not form a
normal constituent of lymph from the thoracic duct,”? it does
not eliminate the possibility that platelets might quickly
adhere onto the collecting lymphatic vessel to exert their
effects. The increased concentration of several released
factors®® and platelet-derived endothelial venules in lymph
that we observed in a previous publication'® might in turn
reflect platelet activation following their adhesion to the
lymphatic endothelium. Recently, platelet-rich plasma with the
platelet releasants was shown to affect lymphangiogenesis
and limit lymphedema development, thereby showcasing a
potential role in the regeneration of lymphatic vessels, as
demonstrated by an increase in lymphatic cell proliferation.
This leads us to suspect that not only do platelets exert an
essential role in preventing blood from entering the lymphatic
system at the lymphovenous junction, but also platelet
fragments would similarly have a tendency to bind along the
lymphatic vessels and ensure proper cell-to-cell junctions,
thereby maintaining proper collecting lymphatic vessel
integrity and potentially improving lymphatic vessel regener-
ation. Mechanisms of how platelets, or their counterparts (ie,
platelet-derived endothelial venules) may exert similar effects
on collecting lymphatic vessels per se remain to be
elucidated.

Importantly, platelet assembly appeared to occur longitu-
dinally on the endothelium itself, suggesting that lymph flow
would not be impaired by excessive platelet aggregation.
Navarro-Nunez et al reported that LEC-induced aggregate
formation is inhibited by allbB3 inhibitors, but many individual
platelets could still be seen attached to LECs.*® They
concluded that abrogation of platelet—platelet interactions
by allbf3 inhibitors increased overall surface coverage. In our

model, we believe that the decrease in CLEC-2 pathway-
independent ex vivo aggregation amplitude level observed in
platelets isolated from apoA-I-treated mice could reflect the
instigative mechanisms that would occur in vivo. ApoA-l would
thus first limit the platelet aggregation frequently observed in
atherosclerotic mice, and abrogate the formation of large
aggregates that would, without treatment, shield the podo-
planin surface downstream of flow. Afterward, platelets or
platelet microparticles could adhere more efficiently to the
lymphatic endothelium, thus promoting lymphatic endothelial
cells integrity. The latter could be mediated directly by the
physical properties of platelets and platelet microparticles
binding to LECs, through the release of VEGF-C upon platelet
activation,73 or via the transduction of intracellular signals
mediated by noncoding microRNAs.”* Among the signaling
pathways that would be relevant figures VEGFR-3, one of the
main receptors of VEGF-C.”®

The increase in VEGFR-3 levels that we observe in apoA-l
treated cells reinforces the hypothesis that apoA-I might also
act directly on LEC to disrupt lipid rafts and therefore
modulate specific cell-signaling pathways. As binding of VEGF-
C to VEGFR-3 has been reported to alter the intrinsic and
phasic pumping of collecting lymphatics in rat mesentery,”®
our results reveal that apoA-l could promote lymphatic
integrity through the upregulation of VEGFR-3 activity. Of
interest, a recent article reported that VEGFR-3 prevented
excessive vascular permeability by limiting VEGFR-2 expres-
sion and VEGF/VEGFR-2 pathway activity in quiescent and
angiogenic blood vascular endothelial cells.”” Whether and
how VEGFR-3 could modulate its own expression to subse-
quently regulate lymphatic contraction capacity remains to be
tested.

Conclusion

The lymphatic system has emerged as a prerequisite for
proper cholesterol excretion from plaque, and we conclude
that low-dose lipid-free apoA-I treatment in atherosclerotic
mice preserves and restores collecting lymphatic vessels
function by direct and indirect mechanisms. This work
suggests that lipid-free apoA-l mediates beneficial effects
through the direct upregulation of the VEGFR-3 pathway. In
addition, apoA-l might exert a protective effect on the
lymphatic endothelium, as by limiting platelet aggregation, it
would clear the way for platelet adhesion on LECs. Although
there is evidence of a morphological role for platelets in
maintaining LECs integrity, this indirect mechanism could also
subsequently involve the activation of the signaling pathway
to contribute to proper lymphatic function. Altogether, these
studies bring forward a new pleiotropic role for apoA-l in
lymphatic function and unveil new potential therapeutic
targets for the prevention and treatment of atherosclerosis.
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Figure S1. ApoA-l kinetics in wild type mice.
Human lipid-free apoA-l was injected intradermally in
the back skin of wild-type mice. Lymph and plasma
were collected at different time points following
injection. Human apoA-l levels were differentially
detected in both lymph and plasma at each time point
by ELISA and the background was subtracted.
Experiments were performed with 4 mice per
experimental group.
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Figure S2. Assessment of atherosclerosis in LdIr”- mice. A, D,
Total lesion, B, D, neutral lipid- (Oil Red O) and C, E,
macrophage (CD68*)-positive areas were quantified in the three
groups of mice in 8 pm-thick aortic sinus sections using ImageJ
software. Experiments were performed with 7-11 mice per
experimental group. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001, as
determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. Scale
bars = 500 um.
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Figure S3. Effect of apoA-l treatment on FOXC2
expression on lymphatic endothelial cells. Representative
images of FOXC2 and smooth muscle cells (smooth muscle
actin, SMA) expression in collecting lymphatic vessels of
BSA, diet switch and apoA-l treated Ldlr’- mice. Popliteal
collecting lymphatic vessels were harvested and processed
for immunofluorescence detection. Longitudinally imaged
single plan vessels were acquired with an LSM 710 Confocal
Microscope (Zeiss) equipped with a 63X/1.4 oil dic objective.
Experiments were performed with 4 replicates per
experimental group. Scale bar = 50 ym.
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Figure S4. Analysis of platelet adherence on lymphatic
endothelial cells under a physiological lymph flow. Human
platelets were isolated and perfused over primary HMVEC-dLyAd
seeded at 80% confluence in IbiTreated flow chambers at a wall
shear rate of 50 s-1 at 37 °C for 8 minutes. Orange arrows
indicate the direction of flow.
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Figure S5. PAF-AH activity in plasma and
lymph. Total PAF-AH activity was assessed in
A, plasma and B, lymph of BSA, diet switch and
apoA-| treated Ldlr” mice. Experiments were
performed with 3-4 mice per experimental group.



£10T ‘Sz oquadag uo 1sansd Aq /310 syewinoleye-eyel//:dyy woiy papeojumoq

Journal of the American Heart Association ¥

= ~ American =~ American
- OPEN ACCESS & Heart | Stroke
Association | Association.

Apolipoprotein A—1 Modulates Atherosclerosis Through Lymphatic Vessel-Dependent
Mechanisms in Mice
Andreea Milasan, Gabriel Jean, Francois Dallaire, Jean-Claude Tardif, Yahye Merhi, Mary
Sorci-Thomas and Catherine Martel

J Am Heart Assoc. 2017;6:¢006892; originally published September 22, 2017;
doi: 10.1161/JAHA.117.006892

The Journal of the American Heart Association is published by the American Heart Association, 7272 Greenville Avenue,
Dallas, TX 75231
Online ISSN: 2047-9980

The online version of this article, along with updated information and services, is located on the
World Wide Web at:
http://jaha.ahajournals.org/content/6/9/e€006892

Subscriptions, Permissions, and Reprints: The Journal of the American Heart Association is an online only Open
Access publication. Visit the Journal at http://jaha.ahajournals.org for more information.




