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Résumé

Les Cellules Endothéliales Progénitrices ("Endothelial Progenitor Cells", EPCs) sont des
précurseurs endothéliaux qui jouent un role émergeant en biologie vasculaire. Les EPCs ont été
localisées dans le cordon ombilical, la moelle osseuse, le sang périphérique et dans certains tissus
régénérateurs. Les interactions des EPCs avec les cellules sanguines et vasculaires peuvent
largement influencer leurs propriétés biologiques et dicter leur fonctionnement pendant la
réparation endothéliale. Plus spécifiquement, les interactions des EPCs avec les plaquettes
circulantes induisent leur migration, leur recrutement et leur différentiation en cellules
endothéliales aux sites de 1ésions vasculaires. Cependant, I’impact d’une telle interaction sur la
fonction plaquettaire n’a pas été recherché. Le but de mon projet était de :1) générer des EPCs a
partir des cellules mononucléaires du sang humain périphérique ("Peripheral Blood Mononuclear
Cells", PBMCs); 2) étudier les interactions adhésives entre les EPCs et les plaquettes; 3)
déterminer leur impact sur la fonction plaquettaire et la formation du thrombus et 4) décrire le
mécanisme d’action des EPCs sur les plaquettes et le thrombus. Mises en culture sur une surface
de fibronectine dans un milieu conditionné, les PBMCs fraichement isolées possédaient une
morphologie ronde et une petite taille. Apres cinq jours, les PBMCs adhérentes donnaient
naissance a des colonies, puis formaient une monocouche de cellules aplaties caractéristiques des
EPCs apres dix jours de culture. Les EPCs différenciées étaient positives pour I’Ulex-lectine et
I’Acétyle des lipoprotéines de faible densité ("Acetylated Low Density Lipoprotein", Ac-LDL),
exprimaient les marqueurs progéniteurs (CD34, P-sélectine, VEGFR2, vWF et VE-Cadhérine)
tandis que les marqueurs leucocytaires (CD14, PSGL-1 et L-sélectine) étaient absents. Ces EPCs
interagissaient avec les plaquettes activées par un mécanisme dépendant de la P-sélectine
plaquettaire, inhibaient I’activation et 1’agrégation plaquettaire et réduisaient significativement
I’adhésion plaquettaire, principalement par 1’action de prostacycline (PGI,). En fait, ceci était
associé¢ avec une augmentation de 1’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et du monoxyde
d’azote (NO) synthéthase inductible (iNOS). Toutefois, les effets inhibiteurs des EPCs sur la
fonction plaquettaire ont été renversés par une inhibition de la COX et non pas du NO. Bien que
les EPCs fussent en mesure de lier les plaquettes via la P-sélectine, leurs effets prédominants

¢taient médiés essentiellement par une sécrétion paracrine, impliquant la PGI,. Néanmoins, un
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rapprochement étroit ou un bref contact entre les EPCs et les plaquettes était requis pour que cette
fonction soit complétement réalisée. D’ailleurs, cet aspect a été investigué chez des souris
déficientes en P-sélectine (P-sel™) et chez leurs congénéres de phénotype sauvage (Wild Type,
WT). Chez les souris WT, les EPCs inhibaient I’agrégation plaquettaire dans le sang complet de
manicre concentration-dépendante alors que dans les souris P-sel”, ’action des EPCs n’avait pas
d’effet significatif. De plus, en utilisant un modéle murin de thrombose artérielle, nous avons
démontré que I’infusion systémique des EPCs altéraient la formation du thrombus et réduisaient
significativement sa masse chez les souris WT, mais non pas chez les souris P-sel”. En outre, le
nombre des EPCs incorporées au niveau du thrombus et de la paroi vasculaire était visiblement
réduit chez les P-sel” par rapport aux souris WT.

Dans cette étude, nous sommes parvenus a différentier adéquatement des EPCs a partir des
PBMC s, nous avons étudi¢ les interactions adhésives entre les EPCs et les plaquettes, et nous
avons décrit leur impact sur la fonction plaquettaire et la formation du thrombus. De plus, nous
avons identifié la PGI, comme étant le principal facteur soluble sécrété par les EPCs en culture et
responsable de leurs effets inhibiteurs sur I’activation, 1’adhésion et I’agrégation plaquettaire in
vitro. De surcroit, nous avons ¢lucidé le mécanisme d’action des EPCs sur 1’agrégation
plaquettaire et la formation du thrombus, in vivo, et nous avons souligné le role de la P-sélectine
plaquettaire dans ce processus. Ces résultats ajoutent de nouvelles connaissances sur la biologie
des EPCs et définissent leur role potentiel dans la régulation de la fonction plaquettaire et la

thrombogene¢se.

Mots-clés: cellules endothéliales progénitrices m plaquettes m thrombose m prostacycline m P-

sélectine.
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Abstract

Endothelial Progenitor Cells (EPCs) are believed to contribute to vascular biology and
endothelial repair. EPCs have been isolated from umbilical cord, bone marrow, peripheral blood
and in some regenerative tissues. Interactions of EPCs with vascular and blood cells can largely
influence their functional properties and predict their destiny in the target tissues. More
specifically, interactions of EPCs with circulating platelets provide the critical signal to ensure
their migration and homing at the sites of vascular injury and their differentiation into endothelial
cells. However, the functional consequences of such interactions on platelets remain unknown.
Accordingly, this project was designed to investigate the impact of EPCs on platelet function and
the specific objectives of this study were to: 1) generate EPCs from human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs); 2) characterize the adhesive interactions between EPCs and
platelets; 3) determine their impact on platelet function and thrombus formation and 4) elucidate
the mechanistic action of EPCs on platelets and thrombus. Cultured on fibronectin in conditioned
media, PBMCs differentiated, within ten days of culture, into EPCs, which were positive for
Ulex-lectin and Ac-LDL (Acetylated Low Density Lipoprotein), and expressed progenitor
markers (CD34, VEGFR2, vWF, and VE-Cadherin). These EPCs bind activated platelets through
P-selectin-dependent mechanism, inhibited platelet activation, aggregation and adhesion, mainly
via prostacyclin (PGI,) secretion. Indeed, this was associated with up-regulation of
cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS). However, the
effects on platelets were reversed by COX, but not by NO inhibition. Although EPCs bound
platelets via platelet P-selectin, their predominant effects occurred via a paracrine secretion,
implying PGI,. Nevertheless, a transitory link or brief contact between EPCs and platelets was
required for this function to be fully realized. This was further depicted using a murine arterial
thrombosis model in P-selectin deficient mice (P sel'/') and their wild-type counterparts (WT).
EPCs significantly impaired, in a concentration dependent-manner, collagen-induced whole
blood platelet aggregation in WT mice; whereas in P-sel”” mice, EPCs had no significant effect.
Moreover, in murin model of arterial thrombosis, infusion of EPCs altered thrombus formation
and significantly reduced the mass of thrombi generated in WT, but not in P-sel”” mice.
Furthermore, the number of EPCs recruited within the thrombi and along the vascular wall was

visually reduced in P-sel”” mice as compared to WT mice.
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In this project, we succeeded in adequately differentiating EPCs from PBMCs, we characterized
the adhesive interaction between EPCs and platelets, and we addressed the impact of EPCs on
platelet function and thrombus formation. Moreover, we identified PGI; as the principal soluble
factor secreted by cultured EPCs and responsible of their inhibitory effects on platelet function in
vitro. In addition, using a murine model of arterial carotid injury in WT and P-sel” mice, we
elucidate the mechanistic action of EPCs on platelet aggregation and thrombus formation, in
vivo, and we highlighted the role of platelet P-selectin in this process. These findings add new
insights into the biology of EPCs and reveal a potential role for EPCs in regulating platelet

function, which in turn may limit thrombogenesis and maintain hemostasis at the sites of vascular

njury.

Key Words: endothelial progenitor cells m platelets m thrombosis m prostacyclin m P-selectin
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Chapitre 1

Les Cellules Endothéliales Progeénitrices



1.1 Généralités

Les cellules de I’organisme requicrent de I’oxygene et des nutriments pour leur croissance et
dépendent de la proximité d’un systéme vasculaire intact pour délivrer ces éléments essentiels. A
mesure que les cellules se divisent et les organes se développent, le réseau vasculaire dont ils
dépendent devra aussi s’étendre afin de soutenir la survie de 1’organisme.

Chez I’embryon en développement, les vaisseaux sanguins sont initialement assemblés par
un processus appelé vasculogenése' 2, la différentiation "in situ" des cellules souches primitives, les
angioblastes, en cellules endothéliales. La vasculogen¢se débute par la formation d’un amas de
cellules ou flots sanguins, constitué¢ par un noyau de cellules souches hématopoiétiques au centre,
entouré¢ par une couronne de cellules angioblastiques a la périphérie. Ces ilots sanguins se
connectent pour former les premiers vaisseaux qui communiquent avec le coeur tubulaire.” * Une
fois qu’un réseau vasculaire primitif est mis en place, I’expansion du systéme vasculaire dépend de
I’angiogenese, un mécanisme de croissance vasculaire distinct au cours duquel un réseau de
vaisseaux sanguins prolifére par division de cellules pré-existantes a I’intérieur du réseau
vasculaire.

Dans la vie adulte, la revascularisation est essentielle pour la croissance de 1’organisme et la
survie des tissus ischémiques et 1ésés. Pour de nombreuses années, il a été admis que le
développement de nouveaux réseaux vasculaires se produit par une division de cellules
endothéliales des veinules post-capillaires ou par une maturation et une croissance "de novo" de
conduits collatéraux des artéres de gros diameétre suivis par la myogenése vasculaire. Ces deux
mécanismes de formation de nouveaux vaisseaux sanguins sont appelés 1’angiogenése et
Iartériogenése, respectivement.*

Plusieurs évidences ont évoqué que la moelle osseuse adulte est une source de cellules qui
peuvent participer dans la vasculogenése postnatale. Ceci est un véritable paradigme qui s’¢loignait
de la pensée originale qui limitait le processus de néovascularisation adulte a I’angiogenése. Les
cellules vedettes de ce processus, les EPCs, peuvent étre assimilées aux angioblastes embryonnaires
dans le sens ou elles peuvent circuler, proliférer et participer dans le développement de réseaux

vasculaires en se différenciant en cellules endothéliales (figure 1.1).°



Membrane basale Vaisseau sanguin
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Figure 1.1: L’angiogenese et la vasculogenése dans la néovascularisation post-natale. L’angiogencse et la
vasculogenése sont initiées par D’activation des cellules endothéliales matures (ECs) "in situ” et les différentes
populations de cellules endothéliales progénitrices (EPCs), respectivement. Adapté de Masuda et al. Post-natal
endothelial progenitor cells for neovascularisation in tissue regeneration. Cardiovascular Research. 2003 ; 58(2) : 391.

1.2 La moelle osseuse et la théorie de I’hémangioblaste

Trés anciennement en 1871, Cohnheim a noté que "toutes les cellules dérivent du sang et par
conséquent, au travers des observations subséquentes, de la "moelle osseuse".” A ses yeux, le sang
était le principe vital et I’élixir de vie.

De point de vue histologique, la moelle osseuse est constituée de deux sortes de tissus : la
moelle jaune et la moelle rouge. La moelle jaune, riche en graisses, occupe le canal axial des os
longs. Elle participe activement a la croissance et au renouvellement de 1'os, car elle contient des
cellules spécialisées dans la destruction de la substance osseuse. La moelle rouge, logée dans le
tissu spongieux des os courts et des extrémités des os longs, est le site de 1’hématopoicse :

fabrication des cellules sanguines adultes a partir des cellules souches. La moelle osseuse rouge



contient deux types de cellules spécifiques : les cellules souches hématopoiétiques ("Hematopoietic
Stem Cells", HSCs) et les cellules du stroma médullaire. Les HSCs sont dites totipotentes : elles
sont capables de se différencier en chacun des types de cellules sanguines; chaque fois qu'une HSC
se divise en deux, une cellule va permettre le maintien du stock des HSCs et 'autre va s’engager
dans I’un des quatre lignages hématopoiétiques : la lymphopoiese, la granulopoiése, I’érythropoiese
et la thrombopoiése. Les cellules stromales constituent un tissu de soutien qui permet la
multiplication des HSCs et leur différentiation. Elles sont elles aussi capables de se différencier en
de nombreux types cellulaires.

Avant la naissance, 1’hématopoiése peut s’effectuer dans plusieurs endroits. Chez le jeune
embryon, les cellules souches du sang apparaissent dans le sac vitellin. Plus tard, le foie commence
a fonctionner comme organe hématopoiétique puis 1’hématopoiése se fait dans la rate et les nodules
lymphatiques. Les os se développant entre le quatriéme et le cinquiéme mois de la vie intra-utérine,
I’hématopoiese commence dans les cavités médullaires et a la naissance se poursuit exclusivement
au niveau de la moelle osseuse. De la naissance a 1’dge adulte, le nombre des sites
hématopoiétiques diminue, bien que la moelle osseuse reste le siege de I’hématopoicse.

Les lignages des cellules hématopoiétiques et des cellules endothéliales sont les premiers a
se différencier a partir du mésoderme de I’embryon en développement. La premiére étape du
développement vasculaire débute par la différentiation d’un précurseur mésodermique en
hémangioblaste. L’hémangioblaste a une polarité double, celle de donner naissance a des HSCs et a
I’angioblaste, précurseur des cellules endothéliales impliquées dans la formation du plexus
capillaire primitif (figure 1.2). La réalit¢ de I’hémangioblaste a été¢ longtemps débattue, mais
semble bien établie actuellement du fait de I’existence de plusieurs types de relations entre
I’angiogenese et I’hématopoicse au cours de I’embryogenese :

» relation spatiale : présence de cellules souches hématopoiétiques dans la région ventrale de
I’aorte dorsale et intégration de ces cellules dans la paroi vasculaire

» relation temporelle : coincidence du développement des amas cellulaires para-aortiques et de la
colonisation des organes hématopoiétiques

» relation génétique : présence d’un précurseur commun hémangioblastique dans les corps
embryonnaires et expression spécifique de genes a la fois dans les cellules endothéliales et les

HSCs.
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Figure 1.2 : L’hémangioblaste, précurseur commun des cellules souches vasculaires et hématopoiétiques. Sous 1’action
de signaux spécifiques, ’hémangioblaste peut se différencier vers 'une ou 1’autre lignée souche : la lignée vasculaire
ou hématopoiétique. Les EPCs circulantes sont issues des cellules souches vasculaires et expriment certains marqueurs
hématopoiétiques, tandis que les EPCs dérivées de culture des mononucléaires expriment des marqueurs monocytiques
et hématopoiétiques. Légende : EPCs (Cellules Endothéliales Progénitrices), VEGFR2 (Récepteur 2 du Facteur de
Croissance Vasculaire Endothélial), vWF (Facteur von Willebrand). Inspiré de Marsboom et al. Endothelial progenitor
cell: new perspectives and applications in cardiovascular therapies. Expert.Rev.Cardiovasc. Ther.6(5): 689; © Future
Science Group Ltd (2008).

Par ailleurs, I’hypotheése de «l’endothélium hémogénique» émise par Jordan en 1916 a été
démontrée par des études in vitro, et in vivo.” *'? En particulier, il a été démontré que le récepteur 2
du facteur de croissance vasculaire endothélial ("Vascular Endothelial Growth Factor-2", VEGFR2)
membranaire joue un role capital dans la différentiation de ’hémangioblaste vers I’une ou 1’autre

8, 13-21

lignée souche a savoir les angioblastes ou les précurseurs hématopoiétiques. Dans cette

optique, il a été suggéré que la liaison du VEGFR2 a son ligand le facteur de croissance vasculaire



endothélial ("Vascular Endothelial Growth Factor", VEGFR) est requise pour la différentiation
endothéliale, tandis qu’un autre ligand du VEGFR2 est important pour le développement des
cellules hématopoiétiques.'” Ainsi, la théorie de I’hémangioblaste, un précurseur commun des
cellules hématopoiétiques et endothéliales, longtemps recherché, se trouve donc formellement

confirmée.

1.3 Cellules souches et progénitrices : qu’est ce qui est quoi ?

Il ne fait nul doute que les cellules souches sont la panacée du demain. D’ailleurs, tant la
communauté scientifique que la société s’y intéressent et diffusent chacune des avancées de la
recherche. Cependant, malgré 1’engouement autour des cellules souches et des espoirs qu’elles
suscitent, plusieurs controverses entourent leur identification, leur utilisation et leur potentiel
thérapeutique. Avant de se lancer dans le vif du sujet, entendons-nous d’abord sur quelques
définitions.

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées d’un organe ou d’un tissu et qui
possede trois caractéristiques principales : 1) I’auto-renouvellement, 2) la capacité de différentiation
dans certaines conditions en différents types de cellules fonctionnelles, 3) le pouvoir de
reconstitution, in vivo, d’un tissu donné. Ces cellules, n’ayant pas encore fait leur choix de fonction,
apparaissent trés tot au cours du développement. Selon leur stade de différentiation, on distingue
quatres types de cellules souches :
> Les cellules souches totipotentes : se trouvent au sommet dans 1’hiérarchie des cellules
souches. Elles peuvent produire tous les tissus et tous les organes du corps donc elles peuvent
engendrer un étre humain dans sa totalité : ovule fécondé ou cellules issues des premiéres divisions
de cet ceuf jusqu'au quatrieme jour.

» Les cellules souches pluripotentes : elles peuvent donner toutes les lignées cellulaires du corps
adulte a D’exception des cellules placentaires ou du tissu de soutien nécessaire au développement
du feetus dans 1’utérus humain : cellules souches embryonnaires.

» Les cellules souches multipotentes : engagées dans un programme tissulaire spécifique, elles
peuvent générer plusieurs types de cellules spécialisées d’un lignage cellulaire donné : HSCs de la
moelle osseuse qui sont a I’origine de toutes les cellules du sang ou les cellules mésenchymales qui

peuvent se différencier en divers types de cellules.



» Les cellules souches unipotentes ou progénitrices : engagées dans un lignage défini, elles
sont capables de générer un seul type de cellule différenci¢e. Elles posseédent un potentiel de
régénération similaire aux autres cellules souches mais leurs fonctions futures sont déja bien
déterminées. Toutefois, de par leurs critéres de cellules souches, cette détermination reste toujours
réversible et des cellules progénitrices non-endothéliales ont démontré la capacité de se différencier

en EPCs. Par exemple, des EPCs fonctionnelles ont été obtenues a partir des cellules souches

22, 23 25, 26

adipeuses, cardiaques®® et neurales. Cependant, et contrairement aux autres cellules
souches, les cellules progénitrices ne posseédent pas la capacité de s’auto-renouveler. Les cellules
progénitrices ont été localisées dans de nombreux tissus, incluant le sang, le cceur, le muscle, le
cerveau, le tissu adipeux et la peau. Le réle primordial d’une cellule souche progénitrice dans un
organisme vivant est de maintenir et de réparer le tissu dans lequel elle se trouve : cellules souches
endothéliales, cellules souches neurales, cellules souches hépatocytaires, cellules souches
pancréatiques. Il n’est pas encore bien connu si les organes auto-régénérateurs possédent une
réserve déterminée de cellules souches (appelées les cellules souches spécifiques du tissu) ou bien
si un approvisionnement continu par une source de cellules souches (e.g moelle osseuse) prendra

27, 28 - s . o
728 11 est possible que chaque organe auto-régénérateur contienne une petite réserve de

place.
cellules souches spécifiques du tissu qui répond au turn-over cellulaire. Toutefois, si une lésion se
produit, cette réserve n’est plus en mesure de produire des quantités suffisantes de cellules
spécifiques du tissu. Dans cette situation, les cellules souches/progénitrices peuvent étre mobilisées

de la moelle osseuse (réserve centrale) et dirigées vers les tissus ou les organes 1€sés.

1.4  L’histoire de la vasculogenese adulte

Pour longtemps et jusqu'a la fin de I’année 1997, I'idée de I’existence des hémangioblastes
embryonnaires chez I’adulte était ¢lusive et I’angiogenése fut considérée comme étant 1’'unique et le
seul moyen de néovascularisation adulte. Toutefois, au début des années 1930, une étude décrivant
la formation de vaisseaux dans des cultures de cellules sanguines a été publiée.?’ Plus tard en 1950,
une autre étude a décrit la formation de vaisseaux sanguins dans une culture de la moelle osseuse.”
Ensuite, les recherches sur la néovascularisation adulte se sont intensifiées, et des études initiales
ont décrit le phénoméne d’endothélialisation des prothéses artérielles par des cellules dérivant du
sang.’"" ¥ Vers les années 1990, I’apparition de nouvelles études ont remis ces études initiales en
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relief et ont relancé le débat sur la néovascularisation adulte. En particulier, une élégante étude



s’est penchée sur I’effet de la livraison "in situ” de VEGF sur I’endothélialisation des carotides
dénudées dans un modéle de 1ésion carotidienne bilatérale.”” L utilisation de VEGF a montré une
augmentation considérable de 1’endothélialisation de I’artére traitée de méme que de ’artére non-
traitée. Ceci a suggéré que les cellules sanguines répondaient & une stimulation par le VEGF
présent dans le microenvironnement de la Iésion et que cette stimulation induisait
I’endothélialisation de I’artére non-traitée. Ces études ont pointé vers la présence des
hémangioblastes, des cellules endothéliales circulantes ou de leurs précurseurs dans le sang et/ou la
moelle osseuse et ont ét¢ en faveur de I’existence de la vasculogenése chez 1’adulte. Cependant,
d’autres ¢études sont venues contredire la possibilité que des cellules endothéliales circulantes ou
des angioblastes adultes puissent étre a 1’origine de la ré-endothélialisation puisque ces dernieres

%40 Ltant donné que les hémangioblastes n’ont pas été

sont rares dans le sang et non-fonctionnelles.
encore bien caractérisés a cette époque, il apparaissait que les angioblastes adultes partageaient
plusieurs déterminants antigéniques avec les HSCs adultes. Parmi ceux-ci, I’antigéne CD34 ¢tait
souvent considéré comme le marqueur primaire des HSCs, des cellules endothéliales

41-44 . ,
En se basant sur ce fait, une étude

embryonnaires et des cellules endothéliales adultes activées.
originale menée par Asahara et al. en 1997 a montré que le sang humain périphérique contenait des
EPCs qui adhéraient sur une matrice de fibronectine, formaient une monocouche de cellules
fusiformes et des structures ressemblant aux tubes ("tube-like structures") et se différenciaient in
vitro en cellules endothéliales.’ Ces cellules différenciées exprimaient I’acide ribonucléique
messager (ARNm) de l'oxyde nitrique synthéthase endothéliale ("endothelial Nitric Oxide
Synthase", eNOS), les récepteurs des antigenes de CD34, VEGFR2, CD31 et des Tyrosine kinases-
2 qui contiennent les domaines des Immunoglobulines et de facteur de croissance épidermique
"Tyrosine Kinases that contain Ig and EGF domains-2", Tie-2); liaient 1’Ulex-lectine; assimilaient
I’ Acétyle des Lipoprotéines de faible densité ("Acetyl-Low Density Lipoprotein", Ac-LDL) et
produisaient du NO en réponse a 1’acétylcholine et au VEGF de maniére dose-dépendante. Afin de
savoir si ces cellules progénitrices pouvaient contribuer a I’angiogenese in vivo, elles ont été
isolées, marquées et injectées systémiquement chez des lapins et des souris irradiés dans des
modeles d’ischémie de membres inférieurs. Tel que prévu, ces cellules s’intégraient au niveau de
I’endothélium néoformé dans le territoire ischémique. D’autre part, ces cellules étaient positives
pour le CD34", le VEGFR2", le CD31 et le Tie-2.” Une année plus tard, Shi et coll. ont apporté une

autre évidence que des cellules souches issues de la moelle osseuse pouvaient se différencier, in



vitro, en cellules endothéliales et contribuaient a la néovascularisation active dans les tissus
ischémiques.”” Ces deux études ont remis la théorie de I’existence d’EPCs circulantes dans le sang
en relief et ont apporté une preuve définitive que I’angiogenese et la vasculogenése pouvaient avoir
lieu simultanément chez 1’adulte. Dés lors, la recherche sur la vasculogenése chez 1’adulte a connu
un essor fulgurant si bien qu’aujourd’hui elle fasse couler beaucoup d’encre dans maintes sphéres
de la recherche : cardiologie, neurologie, thérapie cellulaire, ingénierie tissulaire, la recherche en
biomatériaux et la nanotechnologie.

En conclusion, il existe trés vraisemblablement des précurseurs endothéliaux circulants chez
I’adulte, originaires de la moelle osseuse. Il est possible de pratiquer une expansion ex-vivo de ces
progéniteurs en culture et d’obtenir des cellules possédant le phénotype complet de cellules
endothéliales. Les progéniteurs de cellules endothéliales peuvent s’intégrer dans 1’endothélium
vasculaire aux sites de néoangiogen¢se notamment en cas d’ischémie et participer ainsi au
renouvellement de 1’endothélium. Une vasculogenése serait donc présente chez 1’adulte, ce qui

ouvre des possibilités thérapeutiques potentielles de transplantation de cellules endothéliales.

1.5  Les EPCs : Origine, lignage et différentiation

Depuis I’étude d’Asahara vers la fin des années 90, un nombre impressionnant de travaux s’est
consacré a la caractérisation des EPCs et pourtant, aucun consensus n’a été atteint pour une
définition uniforme des EPCs. Une controverse concernant leur origine, leur isolation et leur
fonctionnement régne toujours. Aujourd’hui, le terme EPCs est amplement utilisé en littérature
pour décrire différentes populations d’EPCs dépendamment de leur tissu d’origine, de leur
phénotype et leur degré de différentiation : cellules précurseurs de cellules endothéliales
("endothelial precursor cells"),*® cellules endothélilales circulantes ("circulating endothelial
cells"),”” cellules ressemblant aux cellules endothéliales ("endothelial-like cells"),” angioblastes

n) 49
b

circulantes ("circulating angioblasts unités de formation de cellules endothéliales ("endothelial

50, 51

cells colony-forming units"), cellules de formation de colonies endothéliales ("endothelial

50, 51

colony-forming cells") et cellules angiogéniques circulantes ("circulating angiogenic cells").’"

>2 Cette liste n’est pas exhaustive et des EPCs fonctionnelles ont été obtenues a partir d’autres
lignées cellulaires et ont démontré une application thérapeutique en néovascularisation : les cellules

3

souches adipeuses,”” ** les cellules souches mésenchymales,™ cardiaques ** et neurales.” *° En

effet, quelque soit I’origine potentiel des EPCs et sous des conditions favorisant la différentiation



endothéliale, ces cellules subissent des transformations morphologiques et phénotypiques,
expriment certaines caractéristiques endothéliales et se différencient en cellules matures
vasculaires. Les EPCs ont été initialement localisées dans trois tissus principaux : le sang de cordon
ombilical, la moelle osseuse et le sang périphérique.

Le sang de cordon ombilical est une source trés riche en EPCs et contient un nombre plus
élevé en cellules CD34" et CDI33" que le sang périphérique adulte.”® De plus, les EPCs
différenciées in vitro a partir de culture du sang de cordon présentent un taux de prolifération ¢levé
et expriment la télomérase, une caractéristique fonctionnelle de cellules souches qui est plus faible
ou absente dans les autres populations d’EPCs.”* Toutefois, le potentiel thérapeutique des EPCs du
cordon ombilical reste relativement inexploit¢ a ce jour, et de nombreux enjeux éthiques et
scientifiques doivent étre considérés avant que ces cellules puissent étre utilisées adéquatement.

La moelle osseuse est la source d’EPCs la mieux caractérisée. Dans la moelle, les EPCs se
trouvent ancrées parmi d’autres cellules souches dans la niche stromale ou elles existent sous un
état quiescent et sont engagées a se différencier et a se mobiliser dans la circulation en réponse a
des signaux spécifiques mettant en jeu une variét¢ de protéinases, de cytokines, de facteurs de
croissance et des récepteurs membranaires.””’

Le sang périphérique adulte reste cependant, le tissu le plus sollicité pour 1’isolation des
EPCs. Dans le sang, les EPCs peuvent se répartir en deux catégories. La premicre catégorie se
réfere aux cellules circulantes originaires de la moelle osseuse et se caractérisent par I’expression
de certains marqueurs de surfaces (CD34, VEGFR2, CD133) en commun avec les HSCs,*® *® tandis
que la deuxieme catégorie se référe aux cellules mononucléaires de la lignée myéloide qui, mises en
culture en présence de facteurs de croissance angiogéniques, subissent des changements
morphologiques, expriment des marqueurs progéniteurs/endothéliaux (CD34, VEGFR2, vWF) et se

différencient en EPCs % 36

. En I’occurence, les EPCs peuvent étre obtenues par deux méthodes
principales : la premiére méthode consiste a isoler les EPCs a partir du sang de cordon ombilical, de
la moelle osseuse et du sang périphérique par enrichissement cellulaire avec un marqueur
spécifique (CD34, VEGFR2, CD133), tandis que la deuxiéme méthode consiste a différencier les
EPCs, in vitro, par culture de cellules mononucléaires de cordon, de la moelle et du sang
périphérique.”® Dans cette thése, je me limiterai essentiellement & la caractérisation des EPCs

obtenues a partir du sang périphérique adulte (tissu facilement accessible) et mises en culture, in

Vitro.
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1.5.1 Les EPCs circulantes

Les essais de purification et de caractérisation des EPCs circulantes sont entravés, d’une part, par la
présence de cellules endothéliales circulantes matures (CECs) dans le sang et, d’autre part, par
I’absence de marqueurs spécifiques pour distinguer entre les EPCs, proprement dit, et les cellules
hématopoiétiques et/ou présentant un potentiel progéniteur (tableau 1.1). Or, un nombre ¢levé de
CECs a été observé chez les patients souffrant de maladies associ¢es aux 1ésions vasculaires.®'®
Contrairement aux EPCs, les CECs peuvent se détacher de 1’endothélium vasculaire, bien qu’il soit
fort possible qu’une fraction de CECs détectées dans le sang périphérique dérive des EPCs issues
de la moelle.”* Toutefois, les CECs semblent avoir un role minime dans la vasculogenése
postnatale.> ® Le pourcentage de CECs et d’EPCs circulantes demeure extrémement faible dans le
sang adulte périphérique (0.01% et 0.0001%, respectivement) et par conséquent, la rareté de ces
cellules circulantes a contribu¢ a la controverse dans I’identification et la compréhension de leur

biologie in vitro et in vivo.®”’

Tableau 1.1 : Principaux marqueurs de surface cellulaire pour la caractérisation des EPCs

Marqueur Nom alternatif Fonction Localisation
CD14 - Co-récepteur de lipo- Monocytes, macrophages, EPCs dérivées de
polysaccharides bactériens la lignée my¢loide
CD31 PECAM-1 Interaction ECs, EPCs, plaquettes, neutrophiles,
Cellule-Cellule monocytes, lymphocytes T
CD34 - Domiciliation (Homing) HSCs, EPCs, ECs
de cellules
CD45 Antigéne Transduction de signaux Toutes les cellules de la lignée hémato-
leucocytaire poiétiques a I’exception des érythrocytes
commun
CD117 c-Kit Récepteur de SCF HSCs
CD133 Prominin-1 Ligand inconnu HSCs, EPCs, cellules souches neurales,
AC133 Fonction inconnue cellules épithéliales
CD144 VE-cadhérine Molécule d’adhésion inter- EPCs, ECs, cellules folliculaires
endothéliale; maintien de I’intégrité dendritiques, macrophages tissulaires
vasculaire
VEGFR2 KDR (humain) Régulation de la néovascularisation; EPCs, ECs, sous-population de
Flk-1 (souris) Survie de cellules endothéliales cellules souches
vWF Antigéne relié Hémostase (stabilisateur de facteur EPCs, ECs, plasma (apres sa sécrétion),
au facteur VII VII) plaquettes, mégacaryocytes
Tie-2 Tek Récepteur des angiopoiétines HSCs, EPCs, ECs

Légende : ECs (Cellules Endothéliales), EPCs (Cellules Endothéliales Progénitrices), HSCs (Cellules Souches
Hématopoiétiques), PECAM-1 (Molécule -1 d’Adhésion Cellulaire des Plaquettes et I’Endothélium), SCF (Facteur de
Cellules Souches), Tie-2 (Tyrosine kinases-2 qui contient les domaines des Immunoglobulines et de facteur de
croissance ¢pidermique), VEGFR2 (Récepteur 2 du Facteur de Croissance Vasculaire Endothélial), vVWF (Facteur von
Willebrand). Inspiré de Marsboom et al. Endothelial progenitor cell : new perspectives and applications in
cardiovascular therapies. Expert.Rev.Cardiovasc. Ther.6(5): 688.
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1.5.2 Les EPCs dérivant de la culture des cellules mononucléaires
Plusieurs études ont rapporté que les cellules mononucléaires du sang périphérique regroupent

plusieurs populations de cellules qui possédent la faculté de se différencier in vitro en EPCs.> % 3

>4 39 60. 6872 par ailleurs, ces cellules ont une application thérapeutique potentielle en régénération
vasculaire, en ingénierie tissulaire et en thérapie cellulaire.®> " Or, la population de cellules
mononucléaires qui peut se différencier le long de ce lignage est trés hétérogéne et comporte
plusieurs sous-populations. Toutefois, il est bien documenté que les cellules CD147/CD34™ qui
représentent la fraction la plus commune et la plus abondante des cellules mononucléaires,

. . . r1: 4 -82
constituent une source possible de précurseurs endothéliaux.*®: 7% 50

En effet, la plupart des
investigateurs utilisent un gradient de densité pour isoler des cellules mononucléaires du sang
humain périphérique et les incubent sur une matrice de fibronectine, de gélatine, ou de collagene,
en présence de facteurs de croissance angiogéniques. Dans de telles conditions, ces cellules
subissent des transformations morphologiques et phénotypiques, perdent les marqueurs des
monocytes/macrophages et expriment certaines caractéristiques/fonctions des cellules

50, 58, 59, 72

endothéliales. En outre, et selon leur temps d’apparence en culture, plusieurs chercheurs

les séparent en deux populations qui présentent des cinétiques de croissance et des caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles distinctes. Ces deux populations sont appelées les EPCs précoces
"early" EPCs et les EPCs tardives "late" EPCs. ° % ™ Jusqu'a maintenant, il n’est pas clair si ces
deux populations représentent deux stades de différentiation entre ’hémangioblaste et la cellule
endothéliale mature ou si elles dérivent de deux précurseurs différents.

Les "early" EPCs apparaissent tot en culture, soit aprés trois a sept jours d’ensemencement
de cellules mononucléaires.”® ® Sur une surface matricielle, les "early” EPCs forment des colonies
qui consistent en un noyau de cellules rondes au centre entouré de cellules ovales ou fusiformes a la

3,50, 59, 60, 69, 72

périphérie (figure 1.3). Les "early" EPCs sont doublement positives pour la lectine et

I’Ac-LDL, expriment les marqueurs communs des cellules de la lignée leucocytaire et

52, 83

endothéliale, ont une courte durée de vie et ne se répliquent pas ou modérément, et sont

69, 84

incapables de former un réseau vasculaire in vitro (figure 1.3). Leur faible taux de croissance et

de différentiation suggerent que leurs effets thérapeutiques sont essentiellement transmis par voie

. 2. 84-
paracrnne.s’g 87
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Sang Périphérique

Cellules Mononucléaires

* Lectine et Ac-LDL{+)

* VEGFR2Y/CD31%CD347/CD144"vWF*

* Marqueurs monocytaires (CD14/CD45)

* Pas de prolifération

* Pas de formation de résean
vasculaire in vifro

* Lectine et Ac-LDL{+)
* VEGFR2Y/CD31Y/CD34%/CD144"vWEF*
*Pas de marqueurs monocytaires
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Figure 1.3 : Caractérisation phénotypique des EPCs en culture. Légende : Ac-LDL (Acétyle-LDL), early EPCs (EPCs
précoces), EPCs (Cellules Endothéliales Progénitrices), late EPCs (EPCs tardives), VEGFR2 (Récepteur 2 du Facteur
de Croissance Vasculaire Endothélial), vVWF (Facteur vonWillebrand). Grossissement : 250X.

Les late EPCs apparaissent plus tardivement en culture (aprés deux a trois semaines) et se
présentent sous forme d’un tapis ou d’une monocouche de cellules aplaties. Les late EPCs
expriment des marqueurs similaires aux cellules endothéliales matures,*” présentent une courbe de
croissance exponentielle, forment un réseau vasculaire in vitro et peuvent survivre jusqu’a 12
semaines en culture aprés plusieurs passages.”” ** A I’opposé des "early" EPCs, ces cellules

secrétent une petite quantité de cytokines.”

1.6  Méthodes de culture des EPCs dérivées du sang périphérique

A présent, il n’existe pas un protocole standard pour 1’isolation et la culture des EPCs a partir des
cellules mononucléaires du sang périphérique ("Peripheral Blood Mononuclear Cells", PBMCs). Le
plus souvent, une suspension de cellules mononucléaires est obtenue par centrifugation
différentielle sur un gradient de ficoll. Ensuite, les cellules mononucléaires sont ensemencées dans

des plaques de culture en plastique (9.6 cm? de surface), pré-enduites avec la fibronectine, a une
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densité de 5 x 10°a 10 x 10° cellules par puit. Aprés une premiére période d’incubation (24 a 48
heures), les cellules non-adhérentes sont aspirées et les cellules adhérentes au fond des puits sont
maintenues en culture. Les colonies apparaissent normalement entre le troisiéme et le cinquieme
jour de culture.’>® Toutefois, les cellules non-adhérentes qui contiennent probablement les EPCs
circulantes matures sont parfois récupérées et ensemencées dans de plus petites plaques (2 cm?” de
surface) et des colonies d’EPCs émergent entre le cinquiéme et le neuviéme jour de culture.” *
Bien que cette méthode soit convenablement utilisée pour les études descriptives, le faible
pourcentage d’EPCs matures circulantes rend cette technique peu utilisée et la plupart des études

. . r 4 1, 54 2 7 .
fonctionnelles se font avec la fraction adhérente.*’- °% 1 3% 38728889 1 5 fioyre 1.4 schématise les

deux méthodes de culture des EPCs a partir des PBMCs.

Meéthode I
O &> <=X
Déplétion de cellules Formation de colonies
O _ non-adhérentes jour3as

Méthode TI :6 o

@ SEREe

Déplétion de cellules Formation de colonies
adhérentes joursa9

.nu.}_k }’d@, 4

’*~-:|\ Rihh

Figure 1.4: Méthodes de culture des EPCs dérivées des cellules mononucléaires de sang humain périphérique
(PBMCs). Les PBMCs sont isolées et mises en culture sur une matrice de fibronectine. Méthode I : aprés la premiére
période d’incubation (48 heures), les cellules non adhérentes sont aspirées et les cellules adhérentes sont maintenues en
culture. Des colonies apparaissent entre le troisiéme et le cinquiéme jour de culture. Méthode II : aprés la premicre
période d’incubation, les cellules non-adhérentes sont récupérées et réensemencées, et des colonies émergent entre le
cinquieéme et le neuviéme jour de culture. Inspiré de Case J et al. Oxidative Stress Impairs Endothelial Progenitor Cell
Function. Antioxydants & Redox Signaling. 2008;10 (11) :2.
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En se basant sur ces critéres biologiques fondamentaux, la définition générale des EPCs
dérivées de la culture du sang humain périphérique peut se formuler comme suit :
1- Ce sont des précurseurs endothéliaux circulants dérivants de la moelle osseuse.
2- Elles peuvent se différencier, in vitro, en des cellules exhibant des caractéres morphologiques et
fonctionnels des cellules endothéliales.
3- Elles peuvent contribuer, in vivo, a la vasculogenése et/ou a la réparation vasculaire.
La multiplicité des conditions de leur isolation, de leur purification et de leur culture in vitro et des
paramétres biologiques utilisés pour définir leur potentiel thérapeutique explique la confusion
actuelle, aggravée par notre méconnaissance de 1’origine et de comportement définis de ces cellules
in vivo. Mais ce foisonnement confirme la richesse de ce domaine de recherche et 1’excitation qu’il

suscite est grandement justifiée.

1.7  La biologie des EPCs

Pour que les EPCs puissent participer dans la vasculogenese postnatale et la réparation endothéliale
in vivo, elles doivent répondre aux différents stimuli et étre transférées a partir de la moelle osseuse
vers les tissus cibles. La mobilisation des EPCs et leur recrutement dans les tissus cibles est un sujet
de recherches actif. De loin, ce processus ressemble a celui de la domiciliation ("homing") des
HSCs dans la moelle osseuse, et requiert une séquence coordonnée de signalisations et
d’interactions adhésives comprenant la mobilisation a partir de la moelle osseuse vers la circulation
périphérique, ’adhésion et la transmigration, le chimiotactisme et l’invasion tissulaire, et
finalement la différentiation en cellules endothéliales matures (figures 1.5). La compréhension des
facteurs qui régulent le recrutement et la différentiation des EPCs peuvent aider a identifier de
nouvelles approches thérapeutiques destinées a promouvoir ou a inhiber la vasculogenese

dépendante des EPCs.
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Figure 1.5 : Mécanismes de recrutement des EPCs. Le recrutement et I’incorporation des EPCs dans les tissus
ischémiques ou lésés est un mécanisme complexe qui requiert une séquence coordonnée d’événements incluant la
mobilisation de la moelle osseuse vers le sang périphérique, 1’adhésion et la transmigration endothéliale, le
chimiotactisme et I’invasion tissulaire, et la différentiation in situ. Les facteurs essentiels qui régulent les différentes
étapes sont indiqués. Légende : EPO (érythropoiétine), G-CSF (Facteur de Stimulation de Colonie de Granulocytes),
MCP-1 (Protéine-1 Chémoattractante des Monocytes), PPARy (Récepteur y au Facteur Activé de Prolifération des
Peroxysomes), SDF-1 (Facteur-1 Dérivé des Cellules Stromales), VEGF (Facteur de Croissance Vasculaire
Endothélial). (Adapté d’Ubrich et al. Endothelial Progenitor Cells Characterization and Role in vascular Biology. Circ
Research. 2004;95:349.

1.7.1 Mobilisation de la moelle osseuse
La mobilisation des EPCs a partir de la moelle osseuse est un processus complexe, régulé par le
microenvironnement local de la moelle appelé la niche hématopoiétique ou la niche stromale

constituée par des fibroblastes, des ostéoblastes, des adipocytes et des cellules endothéliales qui
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conditionnent le microenvironnement local de la moelle. Dans la niche stromale, les EPCs se
trouvent ancrées parmi d’autres cellules souches ou elles existent sous un état quiescent et sont
engagées a se différencier et a se mobiliser dans la circulation en réponse a des signaux
spécifiques mettant en jeu une variété de protéinases, de cytokines, de facteurs de croissance et
des récepteurs membranaires.

De point de vue mécanistique, les cytokines mobilisatrices induisent la sécrétion des
protéinases qui clivent les liens adhésifs entre les cellules souches et les cellules stromales, ce qui
permet aux cellules souches de se dissocier de la moelle osseuse et de gagner le flot sanguin par une
transmigration & travers I’endothélium sinusoidal.’” *' En clinique, la cytokine utilisée pour la
mobilisation des cellules CD34" chez les patients est le facteur de stimulation de colonie de
granulocytes (G-CSF) qui induit la sécrétion d’enzymes protéolytiques telles que 1’¢lastase, la
cathepsine G et les métalloprotéinases de la matrice (MMPs) a partir des neutrophiles. Ces
protéinases clivent les liens adhésifs entre les cellules stromales et les intégrines exprimées sur les
cellules souches.”” De plus, ces protéinases clivent la cytokine facteur-1 o dérivé de cellules
stromales (SDF-1a) qui est secrétée par les cellules stromales et son récepteur CXCR4 sur les
cellules souches et progénitrices, ce qui provoque la sortie de ces derniéres de la moelle.”
Dr’ailleurs, il a été démontré que I’activation de la métalloprotéinase 9- de la matrice (MMP-9)
favorise la transformation du ligand c-Kit membranaire en ligand c-Kit soluble nommé aussi le
SCF.?! Cette activation est suivie par le détachement de cellules progénitrices c-Kit™ de la niche
stromale et leur transfert vers la zone vasculaire de la moelle.”' L’étape suivante est la maturation
de ’hémangioblaste, précurseur commun de cellules vasculaires et hématopoiétiques.”

Les facteurs qui régulent I’activation/division de 1’hémangioblaste ne sont pas encore bien
définis. Un facteur régulateur important semble étre le VEGF, qui se lie a son récepteur le
VEGFR2 et stimule 1’activation subséquente de la cascade " hémangioblaste-angioblaste-early-
EPC-late EPC".”” Le VEGF peut aussi activer la MMP-9 confirmant ainsi son role-clé dans le
processus de migration et de différentiation des EPCs.”" *® En outre, 1’expression d’eNOS par les
cellules stromales de la moelle peut influencer la mobilisation des EPCs, comme il a ét¢ démontré
chez des souris déficientes en eNOS ou une altération de la mobilisation des EPCs a été associée
avec une diminution de Pactivité de la MMP-9. *7 Une fois mobilisées, les EPCs sont libérées de
la zone vasculaire de la moelle vers la circulation. Jusqu'a présent, il n’existe pas de définitions

claires du moment ou une EPC circulante se transforme, in vivo, en une cellule endothéliale
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mature et complétement différenciée. Etant donné que les cellules endothéliales matures sont
CD133/CD14 négatives, une éventuelle possibilité pourrait étre la perte du CD133/CD14 et une
expression simultanée ou subséquente de vVWF et d’autres marqueurs ou caractéristiques

endothéliales.

bone marrow stromal cells

bone marrow hematopoietic
hemangioblast precursors

",/J'c;.kit+ "-\* . red blood cells
. —3p lymphoid cells

o myeloid cells
activation by ' . mature
bone marrow t.

peripheral . e, ==~——o endothelial
signals angioblast ) "'. Cells

(e.g. VEGF) . . CcD133+

MMP &
eNOS

o CcD34+
CD133 » cD14
CD34* early EPC late EPC endothelial
Q P —— - marker *

VEGFR2* >

CcD133+ vWWF- CD133- vWF+

co34+ VE-Cadherin cD34+ VELadherin*

VEGFR2* E-selectin VEGFR2* E-selectin®

cD31* eNOS- cD31+ eNOS*

Figure 1.6 : Mobilisation, migration et différentiation des EPCs. La mobilisation des EPCs a partir de la moelle osseuse
est initiée par 1’activation de la MMP-9 qui provoque la transformation du ligand c-Kit membranaire en c-Kit soluble.
Cette activation est suivie par le détachement des cellules progénitrices c-Kit" de la niche stromale et leur transfert vers
la zone vasculaire de la moelle osseuse. Un régulateur important de cette phase est le VEGF qui, en se liant a son
récepteur (VEGFR2), stimule aussi I’activation de la cascade hémangioblaste - angioblaste - early EPC - late EPC.
L’étape finale de ce processus est la différentiation des EPCs en cellules endothéliales matures. Des cellules d’origine
myéloide (CD14"/CD34°) peuvent également se différencier en early EPCs ou en cellules endothéliales matures.
Légende : activation by peripheral signals (activation par les signaux périphériques), bone marrow angioblast
(angioblaste de la moelle osseuse), bone marrow stromal cells (cellules stromales de la moelle osseuse), early EPC
(EPC précoce), eNOS (Oxyde Nitrique Synthétase endothéliale), endothelial marker (marqueur endothélial), E-selectin
(E-sélectine), late EPC (EPC tardive), hematopoeitic precursosrs (précurseurs hématopoiétiques), lymphoid cells
(cellules lymphoides), mature endothelial cells (cellules endothéliales matures), myeloid cells (cellules myéloides), red
blood cells, (globules rouges), VEGF (Facteur de Croissance Vasculaire Endothélial), VEGFR2 (récepteur 2 du facteur
de croissance vasculaire endothélial), vVWF (Facteur vonWillebrand). Adapté de Hristov et al. Endothelial progenitor
cells : characterization, pathophysiology, and possible clinical relevance. J.Cell. Mol.Med. 2004; 8:500.
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1.7.2 Adhésion et transmigration endothéliale

L’étape initiale de recrutement des EPCs dans les tissus ischémiques implique 1’adhésion de
cellules progénitrices aux cellules endothéliales activées par les cytokines et 1’ischémie et la
transmigration de cellules progénitrices & travers la monocouche endothéliale.” Les intégrines sont
des protéines membranaires impliquées dans 1’adhésion d’une variété de cellules y compris les
HSCs et les leucocytes aux protéines de la matrice extracellulaire et aux cellules endothéliales.”
Les B;. intégrines sont exprimées par plusieurs populations cellulaires incluant les les HSCs, EPCs,

101, 102
°° Pendant

et les ECs,'” tandis que la p,-intégrine est exprimée préférentiellement sur les EPCs.
I’adhésion des EPCs sur I’endothélium activé, les B;-, B>- intégrines exprimées a la surface des
EPCs interagissent avec leurs contre-récepteurs endothéliaux comme la molécule -1 d’adhésion
intercellulaire ("InterCellular Adhesion Molecule-1", ICAM-1), la molécule-1 d’adhésion de cellule
vasculaire ("Vascular Cell Adhesion Molecule-1", VCAM-1), et le fibrinogéne li¢ a la surface
extracellulaire.

Alors que le blocage de la B,- intégrine inhibait complétement 1’adhésion des EPCs sur
I’endothélium et le fibrinogéne, le blocage de la p;- intégrine n’avait pas d’effet significatif.'”' Ces
résultats démontrent que I’adhésion ferme des EPCs sur I’endothélium et le fibrinogéne est
principalement dépendante de la [3,- intégrine. En accord avec la haute expression des B,-intégrines
sur les cellules souches et progénitrices, il a ét¢ démontré que les - intégrines induisent 1’adhésion
et la transmigration des EPCs et favorisent le processus de néovascularisation des tissus

191192 En outre, une étude récente a démontré 1’implication profonde de la E-

ischémiques in vivo.
sélectine endothéliale dans I’interaction des EPCs avec 1’endothélium in vitro, et dans un mod¢le
d’ischémie chez la souris.'” Cependant, cette étude n’a pas réussi a identifier le ligand potentiel de
la E-sélectine sur les EPCs. Par ailleurs, il a été suggéré que 1’adhésion initiale des cellules
progénitrices embryonnaires durant leur incorporation dans 1’angiogenese tumorale a été médiée
par la E- et P-sélectine et le Ligand-1 Glycoprotéique de la P-sélectine (PSGL-1).”®

Les contacts intercellulaires et le phénoméne de transmigration peuvent étre de moindre
importance pour la ré-endothélialisation des artéres dénudées (contrairement au recrutement des
EPCs dans les tissus ischémiques). A cet égard, des études ont investigué la contribution des
intégrines a la ré-endothélialisation qui est principalement médiée par 1’adhésion aux protéines de la

matrice extracellulaire. L’adhésion des EPCs aux vaisseaux dénudés semble étre médiée par les

récepteurs de la vitronectine (a3 et a,fs- intégrine). Ainsi, le blocage de la a,f3- et de la o,fs-
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intégrine avec des peptides cycliques RGD inhibe la ré-endothélialisation des artéres carotidiennes

104 . o, . o, . . .. .
Toutefois, d’autres intégrines telles que les [B;-intégrines peuvent aussi participer a

1ésées.

I’adhésion des cellules progénitrices aux protéines de la matrice extracellulaire durant la ré-
rqe 1 . \ y , 1 r r r r

endothélialisation des artéres dénudées.'” D’autre part, des études récentes ont démontré que

I’interaction des EPCs avec les plaquettes activées favorise leur adhésion a la matrice sous-

106-109 107, 109-

endothéliale et leur différentiation en cellules endothéliales matures in vitro et in vivo.

"1 ’interaction EPC-plaquette sera envisagée en détail dans le chapitre suivant.

1.7.3 Chimiotactisme et invasion

Etant donné le faible pourcentage d’EPCs circulantes, le chimiotactisme semble étre d’une
importance vitale pour I’attraction des EPCs vers les tissus ischémiques et 1ésés. Plusieurs études
ont examiné les facteurs qui influencent le recrutement des EPCs dans les sites actifs

d’angiogenése. Ces facteurs incluent les chémokines telles que le SDF-1q,'® 0 12 113 eg

109-111 111

plaquettes activées et la fibrine, et le facteur tissulaire (TF) exprimé par les ECs.” " De plus,

des niveaux élevés de VEGF ont été détectés dans les tissus ischémiques suggérant qu’il peut jouer

1416 En fait, le VEGF peut induire la sécrétion du SDF-1a

un rdle chimio-attractant pour les EPCs.
et de son récepteur CXCR4.''" '"® Le SDF-lo est un agent chimio-attracteur qui favorise le
recrutement des EPCs aux sites de néovascularisation,''” '?° tandis que le blocage du CXCR4 abolit

le recrutement des EPCs dans les organes et tissus cibles.'"’

En plus de I’induction génique induite
par I’hypoxie, I’invasion des tissus ischémiques par les cellules immunocompétentes peut induire la
sécrétion de plusieurs chémokines dans les tissus ischémiques, comme les interleukines (IL) ou la
protéine-1 chémoattractante des monocytes (MCP-1) qui peuvent attirer les EPCs circulantes.'®
Bien que plusieurs études soient penchées sur les mécanismes qui régulent 1’attraction des EPCs
vers les tissus ischémiques et 1ésés, les mécanismes de I’invasion tissulaire sont encore mal connus.

Toutefois, les enzymes protéolytiques comme les cathépsines ou les MMPs peuvent avoir un role

important dans ’invasion tissulaire des EPCs.”

1.7.4 Différentiation
La différentiation des EPCs en cellules endothéliales est une étape fondamentale pour une
intégration fonctionnelle dans les vaisseaux. Cette différentiation est initiée par la migration des

EPCs de la moelle osseuse vers la circulation périphérique suivie par I’adhésion et I’insertion dans
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la monocouche endothéliale. Des études récentes ont mis en évidence le rdle potentiel des
plaquettes activées dans la maturation des EPCs lors des lésions vasculaires. Ainsi, il a été

démontré que les plaquettes adhérentes/activées induisent le recrutement et la différentiation des

108, 121, 122 111, 122

EPCs en cellules endothéliales matures in vitro et in vivo. Encore une fois, il semble
que le VEGF et ses récepteurs jouent un role crucial dans ce processus. En effet, il a ét¢ démontré
que le VEGF induit la différentiation des cellules endothéliales dans des essais de culture ex-vivo
utilisant une variété de populations cellulaires progénitrices (CD34",> CD133", ' et PBMCs * '*%).
La cascade génétique qui régule la différentiation des EPCs in vivo est peu claire. Aussi, la durée de
vie des EPCs circulantes et le devenir des EPCs non-différenciées sont peu connus. Cependant, des
¢tudes avec des cellules souches embryonnaires ont révélé que la régulation temporelle des génes
homéobox (Hox) peut jouer un role important. Les génes homéobox encodent des facteurs de
transcription qui régulent le développement morphologique, la croissance cellulaire, la
différentiation et la migration des cellules durant le développement embryonnaire. Récemment,
plusieurs génes homéobox ont été isolés et identifiés dans les tissus cardiovasculaires. Il apparait
¢vident que certains d'entre eux peuvent avoir une fonction régulatrice dans ce systéme. Ainsi, un
gene Hox nommé Hex (aussi appelé Prh) est requis pour la différentiation de 1’hémangioblaste en
progéniteurs hématopoiétiques définitifs et pour la différentiation endothéliale.'* De plus, la kinase
sérine/thréonine Pim-1 a ¢ét¢ dernierement découverte et considérée comme étant une réponse
génétique au VEGF qui contribue a la différentiation des cellules souches embryonnaires en
cellules endothéliales.'*® Une autre étude a montré que la prolifération et la différentiation des EPCs
in vitro sont stimulées par les corps apoptotiques de cellules endothéliales matures.'”’ En
conséquence, le phénomene d’apoptose peut représenter une cascade signalétique importante dans
la réparation de I’endothélium endommagé. Un tel modele de communication intercellulaire induit

par les corps apoptotiques peut aussi étre utilis¢é comme nouvelle stratégie pour le traitement

moléculaire.

1.8 Conditions et facteurs influencant I’activité des EPCs

De nombreux facteurs et conditions peuvent influencer la physiologie des EPCs (tableau 1.2). Les
cestrogeénes et 1’activité physique augmentent le nombre d’EPCs circulantes. En effet, 1’exercice
physique augmente le nombre d’EPCs circulantes via un mécanisme dépendant de la production du

NO et du VEGF chez la souris,'*® et chez les patients coronariens.'*” Le mécanisme par lequel les
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cestrogenes favorisent la ré-endothélialisation aprés la Iésion vasculaire peut étre 1i€ a 1’effet de ces
hormones sur la mobilisation des EPCs. La ré-endothélialisation apres la 1ésion carotidienne est
significativement plus prompte chez des souris ovariectomisées traitées avec du 178-cestradiol que
chez le groupe témoin. Les animaux traités avec 1’cestrogéne présentent des taux élevés d’EPCs
circulantes et une augmentation significative du nombre de cellules dérivées de la moelle qui
participent 4 la réparation endothéliale aux sites de 1ésions vasculaires.'*

Dr’ailleurs, plusieurs études ont décrit I’'influence d’une gamme de conditions
physiopathologiques et de quelques médicaments et molécules sur le nombre d’EPCs, in vivo. Dans
ce contexte, le nombre d’EPCs circulantes et leur activité migratoire sont diminués chez les patients
présentant des facteurs de risque athérosclérotique comme le tabagisme, la prédisposition
génétique, I"hypertension ou I’hyperglycémie.”" '** Aussi, la capacité fonctionnelle des EPCs a
produire des unités de formation de colonies ("Colony Forming Unit", CFU) est négativement
corrélée au score de Framingham dans I’évaluation des risques cardiovasculaires.*® Chez les
patients souffrant du diabete mellitus du type 2, les EPCs sont caractérisées par une baisse de
prolifération, un recrutement altéré et une capacité réduite de formation de tubes capillaires, in
vitro.'** De méme, une dysfonction cellulaire similaire est observée chez les patients diabétiques du

134 . . ., .- .
** D’autre part, I'infarctus aigu du myocarde est associé avec une mobilisation et une

type L.
croissance rapide du nombre d’EPCs circulantes.''> Aussi, le traumatisme vasculaire tel que le
pontage coronarien ou une lésion de briillure induit une mobilisation rapide mais transitoire des
EPCs du type VEGFR2/AC133"."** De surcroit, une étude a décrit une variation diphasique dans le
nombre d’EPCs chez les patients avec une insuffisance cardiaque chronique a savoir une ¢lévation
dans les phases primaires (classe I et II) et une réduction dans les phases avancées (classe III et
IV)."*® Aussi, une diminution du nombre et une réduction de ’adhésion des EPCs circulantes ont
été enregistrées chez des patients avec une resténose intra-stent diffuse."’

L’administration de certains médicaments peut influencer le nombre et 1’activité migratoire
des EPCs. Par exemple, le traitement avec les inhibiteurs de la 3-Hydroxy-3-M¢éthyle-Glutaryle-
Coenzyme A réductase (les statines) augmente le nombre d’EPCs circulantes et favorise la
réparation endothéliale aprés I’angioplastie ou ’angiogenése.'™ ** 1% Ces effets salvatrices des
statines sont médiés par activation de la cascade de PI3-kinase/Akt (Akt est appelée aussi Protéine

Kinase B, PKB) dans les EPCs."** De méme, le valsartan (antagoniste des récepteurs de type I de

I’angiotensine II) et le ramipril (inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine I)
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augmentent le nombre d’EPCs circulantes en neutralisant les effets de 1’angiotensine chez les
patients hypertendus.'** '*!

Les chémokines et les cytokines qui induisent la mobilisation des leucocytes et des
érythrocytes peuvent aussi influencer I’activité des EPCs. Ainsi, I’administration exogéne de
facteur de stimulation de colonie de granulocytes monocytes (GM-CSF) chez les animaux (lapins et
souris) entraine une augmentation du nombre d’EPCs circulantes et accélere le développement des
vaisseaux de la cornée.’” '** Chez I’humain, I’administration du G-CSF augmente de 5 & 10 fois le
nombre des cellules CD133"/VEGFR2" circulantes.*® L’administration d’une forme recombinante
humaine de 1’érythropoiétine augmente de fagon dose-dépendante le nombre d’EPCs différenciées
in vitro et aussi le nombre d’EPCs fonctionnelles dans le sang périphérique humain.'* '** Dans
cette perspective, il faut bien noter le role central que joue la chémokine SDF-1a dans la biologie
des EPCs. En effet, le SDF-1a induit le transfert des EPCs entre la moelle osseuse et la circulation
périphérique' " et leur recrutement aux sites de néovascularisation.''” ' De plus, le SDF-1a a aussi
démontré la capacité de protéger les EPCs contre I’apoptose.'” Une autre chémokine, la
chémokine dérivée des kératinocytes favorise la ré-endothélialisation de la paroi vasculaire en

induisant le recrutement d’EPCs.'

Par contre, le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et la
protéine réactive C ("C Reactive Protein", CRP) favorisaient |’apoptose, atténuaient le
fonctionnement, et diminuaient le nombre d’EPCs circulantes.'*® '*” Le nombre d’EPCs peut aussi
augmenter aprés I’application des facteurs de croissance comme le VEGF,*® ''® 1% e facteur de
croissance placentaire ("Placental Growth Factor", PIGF),'* 1’Angiopoiétine-1 (Ang-1),'*’ le
facteur de croissance dérivé des plaquettes ("Platelet-Derived Growth factor", PDGF)," le NO*" et
le rosiglitazone (le ligand de récepteur au facteur activé de prolifération des peroxysomes :

"Peroxisome Proliferator-Activated Receptor", PPARy)."" 1>
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Tableau 1.2 : Conditions et facteurs influencant la physiologie des EPCs

Condition ou facteur

Changements dans le nombre/fonction des
EPCs ou de cellules CD34"

Références

Physiologique :

Exercice physique

1 EPCs

Laufs et al., Circulation (2004)'**
Adams et al., ATVB (2004)'%

Sexe féminin (e.g cestrogenes)

1 Cellules CD34'/VEGFR2"

Strehlow et al., Circulation (2003)'

Vieillissement

| EPCs

Hoetzer et al., J. Appl.Physiol (2007)"*

Pathologique :

Maladies des artéres
coronaires/facteurs de risque
Tabagisme

Prédisposition génétique
Hypertension

Hyperglycémie

| Nombre et migration d’EPCs ou de cellules
CD34"/VEGFR2"

| EPC ou cellules CD34"/VEGFR2"

| EPCs ou cellules CD34"/VEGFR2"

| Migration d’EPCs

| EPCs

Vasa et al., Circ Res (2001)"!
Krankel et al., ATVB (2005)'*

Autres facteurs de risque :
Stress oxydatif
Hyperlipidémie
Inflammation

| Mobilisation/Fonction EPCs
| Prolifération/Migration EPCs
1 EPCs, 1 Recrutement EPCs

Yao et al., Curr Pharm Biotechnol (2006)">*
Chen et al., Clin Sci (Lond) (2004)'*

Cumul de facteur de risque /score de
Framingham

| CFU EPCs

Hill et al., N Engl J Med (2003)*

Diabéte mellitus du type 1 et 2

| Prolifération/Recrutement EPCs
| Formation de tubes capillaires

Loomans et al., Diabetes (2004)"**
Tepper et al., Circulation (2002)'*

Infarctus du myocarde

1 Cellules CD34"
1 Cellules CD34/AC133"/VEGFR2"

Shintani et al., Circulation (2001)'"

Traumatisme vasculaire

1 Cellules CD133"/VEGFR2"

Gill et al., Circ Res (2001)

Insuffisance cardiaque congestive
(classe I-1I)

1 Cellules CD34+
1 Cellules CD34°/CD133"/VEGFR2"
1 CFU EPCs

136

Valgimigli et al., Circulation (2004)

Insuffisance cardiaque congestive
(classe I1I-1V)

| Cellules CD34"
| Cellules CD34°/CD133"/VEGFR2"
| CFU EPCs

136

Valgimigli et al., Circulation (2004)

Resténose intra-stent | CFU EPCs George et al., ATVB (2003)"’
| Adhésion EPCs

Médicaments, hormones et cytokines :

Inhibiteurs de la HMG-CoA réductase (les | 1 EPCs Llevadot et al., J Clin Invest (2001)"**

statines) Dimmler et al., J Clin Invest (2001)'**
Walter et al., Circulation (2002)'*
Werener et al., ATVB (2002)'”°

Angiotensine II | EPCs Imanishi et al., J Hypertens (2005) !

Valsartan (ARB) 1 EPCs Imanishi et al., J Hypertens (2005)™!

Ramipril (ACE-I) 1 EPCs Min et al.,Cardiovasc Drug Ther (2004)'*°

Erythropoiétine 1 Cellules CD34"/CD45" Heeschen et al., Blood (2003)'*

Bahlmann et al., Blood (2004)'*

GM-CSF, G-CSF

1 EPCs, 1 Cellules CD133"/VEGFR2"

Takahashi et al., Nat Med (1999)”
Peichev et al., Blood (2000)*
Cho et al., Circulation (2003)'#

SDF-1a 1 Mobilisation EPCs Kollet et al., Blood (2001)'"°
1 Recrutement EPCs Yamaguchi et al., Circulation (2003)'"
| Apoptose EPCs De Falco et al., Blood (2004)'*°
KC 1 Recrutement EPCs Liehen et al., ATVB (2004)'*
TNF-a | EPCs, 1 Apoptose EPCs Seeger et al., Circulation (2005)'*
Facteurs de croissance :
VEGF, PIGF 1 EPCs Li et al., FASEB J (2006)'**
Ang-1 1 EPCs Moore et al., Ann NY Acad Sci (2001)"*°
PDGF 1 EPCs Li et al., J Clin Invest (2005)'™°
Autres molécules :
NO 1 EPCs Aicher et al., (2003)”
CRP | EPCs, 1 Apoptose EPCs Verma et al., Circulation (2004)"*’

Agonistes de PPARY (rosiglitazone)

1 EPCs, 1 Cellules CD34"/CD133"
1 Migration EPCs

Pistrosch et al., Atherosclerosis (2005)""
Han et al.(2008)'*
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Inspiré de : Hristov et al. Endothelial progenitor cells: characterization, pathophysiology, and possible clinical
relevance. J.Cell. Mol.Med. 2004;8 :502. Légende : ACE-I (Inhibiteur de I’Enzyme de Conversion de 1’angiotensine-I),
Ang-1 (Angiopoiétine-1), ARB (Antagoniste des Récepteurs de type I de 1’Angiotensine II), CRP (Protéine C
Réactive), G-CSF (Facteur de Stimulation de Colonie de Granulocytes), GM-CSF (Facteur de Stimulation de Colonie
de Granulocytes Monocytes), HMG-CoA réductase (réductase du 3-Hydroxy-3-Méthyle-Glutaryle-Coenzyme A), KC
(Chémokine dérivée des Kératinocytes), NO (Oxyde Nitrique), PDGF (Facteur de Croissance Dérivé des Plaquettes),
PIGF (Facteur de Croissance Placentaire), PPARY (Récepteur y au Facteur Activé de Prolifération des Peroxysomes),
SDF-1a (Facteur la-Dérivé des Cellules Stromales), TNF-a (Facteur a- de Nécrose Tumorale), VEGF (Facteur de
Croissance Vasculaire Endothélial).

1.9  Les EPCs et les facteurs de risque cardiovasculaire
Le nombre et/ou ’activité fonctionnelle des EPCs circulantes ont été associés avec les facteurs de
risque des maladies cardiovasculaires et sont modulés par différentes pathologies.”” ® '*° La
diminution du nombre et/ou de la fonctionnalité¢ des EPCs peuvent contribuer a un cercle vicieux
qui meéne a la dysfonction endothéliale (figure 1.7). La présence des facteurs de risque
cardiovasculaire affecte le nombre et la fonctionnalité des EPCs et prédisposent au développement
de la dysfonction endothéliale et des maladies cardiovasculaires. En effet, les facteurs de risque
sont connus pour altérer de facon systématique la fonction de cellules endothéliales, ce qui laisse
supposer qu’elles peuvent également avoir le méme effet sur les EPCs.

Des petits essais cliniques ont démontré que le nombre de cellules CD34"/VEGFR2"
circulantes est réduit de 50 % avec une altération fonctionnelle chez les patients souffrant des

. . . 88, 131
maladies des artéres coronariennes.

La réduction du nombre d’EPCs circulantes par les
facteurs de risque peut avoir différentes causes, comme I’épuisement du contingent des cellules
progénitrices dans la moelle osseuse, la réduction de mobilisation, de survie ou de différentiation.
L’interférence de facteurs de risque avec la protection vasculaire médiée par les EPCs peuvent
avoir des effets déléteres sur le processus de régénération initiant le développement de 1ésions

athéroslérotiques.

1.9.1 L’hypertension

La pression sanguine systolique corréle négativement avec le nombre de cellules CD133" et
CD34"/VEGFR2"."®' L’Angiotensine II accélére I’initiation de la sénescence d’EPCs par une
augmentation du stress oxydatif conduisant a une diminution de la capacité proliférative des
EPCs."! Le traitement avec le valsartan (antagoniste des récepteurs de type I de I’angiotensine II)
ou le ramipril (inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’ Angiotensine I) peut neutraliser ces effets

négatifs et augmenter les niveaux d’EPCs."*'¥!
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;ﬁm Maladies des

vasculaire artéres coronaires

Angiogenése

Ischémie

+ + l
Dysfonction endothéliale h @ # Infarction

- +

Athérosclérose

Facteurs de risque Insuffisance cardiaque

Hypertension /
Tabagisme

Diabéte
Hyperlipidémie
Seédentarité
Stress oxydatif
Vieillissement

Arrét cardiaque

Figure 1.7 : Implication des EPCs dans les maladies cardiovasculaires. La progression des maladies des arteres
coronaires peut conduire & 1’ischémie et/ou a I’infarctus du myocarde aprées la rupture de la plaque. Dans la majorité des
cas, une dilatation ventriculaire et une insuffisance cardiaque congestive s’en suivent, ce qui pourra conduire a un arrét
total du cceur. Les cellules endothéliales progénitrices contribuent a la régénération vasculaire dans la dysfonction
endothéliale, et sont utilisées dans l’angiogenése thérapeutique aprés I’insuffisance cardiaque et l’infarctus du
myocarde. Le nombre et la fonctionnalité des EPCs sont affectés par les facteurs de risques cardiovasculaires qui sont
des agents initiateurs des Iésions athérosclérotiques. Adapté de Werner et al. J. Cell. Mol. Med. 2006;10(2):321.

1.9.2 Le diabéte
Des ¢études cliniques et expérimentales ont décrit les effets déléteéres du diabete sur le nombre et la

fonction des EPCs 3% 13

Dans le diabete du type II, la prolifération des EPCs est réduite,
I’adhésion est altérée, et la capacité des EPCs a former des tubes in vitro est abolie.
L’hyperglycémie est supposé réduire la fonction des EPCs en affectant la production du NO et
Iactivit¢ de la MMP-9 ce qui explique la corrélation négative entre les niveaux de cellules
progénitrices et le taux de glycémie.””> Cependant, le PIGF est capable d’augmenter la

différentiation des EPCs a partir de la moelle osseuse tandis que les glitazones sont capables
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d’influencer positivement la biologie des EPCs chez les diabétiques.'””"*° De plus, I’administration
d’olmesartan 40 mg (antagoniste des récepteurs du type I de I'angiotensine II) exerce un effet positif

sur le compte d’EPCs circulantes dans le diabéte du type I1.'%

1.9.3 L’hyperlipidémie

Plusieurs études ont investigué 1’influence des lipoprotéines de faible densité-C (LDL-C) sur le
nombre et la fonction des EPCs."”> "1 [ *hypercholestérolémie est associée avec une réduction
des taux des EPCs, une diminution de la capacité proliférative, de 1’activité migratoire et de la
vasculogenése in vitro.'” Ces effets délétéres peuvent étre atténués par I’administration des statines
qui restaurent le nombre et la fonction des EPCs via une cascade dépendante de la P13-Kinase/Akt.

124 . . .
(Akt est aussi connu sous le nom de Protéine Kinase B).

1.9.4 Le tabagisme

Le tabagisme, un facteur de risque important pour 1’athérosclérose, a été associé avec une

diminution dans le nombre des EPCs."' Les fumeurs chroniques ont un niveau d’EPCs réduit qui
~ p . \ 164 . . .

peut étre restauré dans les quatre semaines apres le sevrage. ~ Cependant, la nicotine peut jouer un

double rdle: un niveau bas de nicotine augmente les niveaux d’EPCs alors que des grandes

concentrations (> 10° mol/L) de nicotine ont été associées avec des niveaux bas d’EPCs.'®

1.9.5 La sédentarité

L’activité physique régulicre est considérée comme un facteur de prévention de la morbidité et de la
mortalité cardiovasculaire. De plus, la sédentarité a été associée avec un risque accru d’incidents
cardiovasculaires, y compris les maladies des artéres coronariennes, la dysfonction endothéliale, et
I’athérosclérose.'®® Des souris faisant de 1’activité physique réguliérement (roue mobile) ont un
nombre d’EPCs circulantes significativement plus grand que celles soumises a un mode de vie
sédentaire. Cette augmentation du nombre d’EPCs a été associée avec une ré-endothélialisation
accrue de la paroi vasculaire endommagée et une diminution de la prolifération intimale.'”® Chez
I’humain, un accroissement du nombre d’EPCs a été observé chez des patients qui pratiquaient une

e, . , .y 7 :1: . 12
activité physique déterminée au cours d’un programme de réhabilitation,'*®

167

chez des patients

coronariens'®’ et chez des individus sains qui s’entrainaient pendant une période > 30 minutes.'*®
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1.9.6 Le stress oxydatif

154, 169
’ Le stress

Le role du stress oxydatif dans les maladies cardiovasculaires est bien connu.
oxydatif est défini comme étant une situation caractérisée par une production excessive de radicaux
libres ou espéces réactives oxygénées ("Reactive Oxygen Species", ROS) entralnant un
endommagement oxydatif accru des structures biologiques et une prédisposition a 1’athérogenese.
En plus d’induire un endommagement cellulaire, les ROS peuvent servir comme des messagers

170-172 . ’
L’environnement rédox

intracellulaires en affectant le statut rédox global de la cellule.
intracellulaire joue un role critique dans la prolifération, I’auto-renouvellement, la sénescence et le
control de I’apoptose.'”"” Ainsi, les EPCs sont exposées aux effets néfastes du stress oxydatif au
cours de la Iésion vasculaire en tant que cellules résidentes de I’endothélium ou comme cellules
circulantes dans le sang. De plus, de nombreuses études ont révélé que le stress oxydatif joue un

rble crucial dans la mobilisation et le fonctionnement des EPCs tant dans de modéles

176, 177 141, 178-181

expérimentaux animaux qu’au niveau clinique.
1.9.7 Le vieillessement

Le vieillissement semble affecter activité et le fonctionnement des EPCs.'®*'® Une étude
clinique a rapporté que des jeunes patients ayant subit un pontage coronarien et qui sont dans un
¢tat relativement stable possedent un taux d’EPCs circulantes plus ¢levé que chez des patients
4gés."® La déficience dans le nombre d’EPCs dépendante du vieillissement n’est pas reliée
directement au cumul de facteurs de risque cardiovasculaire ou a une défaillance des fonctions
cardiaques, mais elle peut étre causée, du moins en partie, par des niveaux réduits de cytokines
mobilisatrices et angiogéniques. Cette déficience, communément observée chez les sujets agés, peut
étre a la base d’une néovascularisation inadéquate de tissus ischémiques et d’une ré-

yqe 1. . , y . r 185,186
endothélialisation atténuée de tissus 1ésés. ™

Les preuves de cette hypothése ont été fournies par
I’étude d’Eldberg et coll. qui a démontré que la néovascularisation des allogreffes cardiaques chez
des souris agées a lieu exclusivement suite a une transplantation d’EPCs dérivées de jeunes

animaux.'®*

De surcroit, I’existence des maladies cardiovasculaires amplifie les effets du
vieillissement sur le nombre et la fonction des EPCs.

La présence de facteurs de risque cardiovasculaire augmente la vitesse de la sénescence des
EPCs méme en absence d’une pathologie définie.*® Le traitement chronique des souris déficientes

en apolipoprotéine E (ApoE™") avec des cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse et
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provenant de jeunes souris non-athérosclérotiques atténuait la progression de 1’athérosclérose chez
les animaux hypercholestérolémiques.'®* Ceci confirme la théorie que la déplétion progressive des
EPCs avec 1’age participe au développement de 1’athérosclérose surtout en présence de facteurs de
risque tels que 1I’hypercholestérolémie.

La diminution de la mobilisation des cellules progénitrices avec 1’age peut étre causée par
une déficience de cellules stromales de la niche et dans la production de chémokines et de cytokines

angiogéniques. En effet, la production du VEGF et du NO diminue avec le vieillissement °" '** 1¥7-

190 . . . . J .
et il est bien connu que ces deux facteurs exercent des actions synergiques dans la mobilisation,

la migration, la prolifération et la survie de cellules endothéliales.”” '™

1.9.8 Autres facteurs de risque
D’autres facteurs de risque cardiovasculaire telles que I’homocystéine,'! et la CRP'*" % ont été
associés avec une diminution de nombre et une altération fonctionnelle d’EPCs. La CRP est un
marqueur important de I’inflammation et est associée avec la dysfonction endothéliale et
’athérosclérose. Lorsque les EPCs sont incubées avec la CRP en culture, leur nombre est
significativement réduit et les marqueurs de surface endothéliaux (lectine, VE-Cadhérine)
disparaissaient.'”’ L’angiogenése est significativement abolie en présence du CRP, in vitro, et
restaurée par un traitement avec le rosiglitazone, ligand du PPARy. Par ailleurs, I’absence des
agents vasculo-protecteurs peut avoir un impact négatif sur les niveaux d’EPCs. Par exemple, une
déficience en cestrogéne apres I’ovariectomie est associée avec une baisse de niveaux d’EPCs et
une altération du processus de réparation endothéliale.'*°

L’altération du nombre et des propriétés des EPCs observés dans le vieillissement et les
maladies cardiovasculaires peut étre causée par une combinaison de facteurs. L’exposition
chronique a des facteurs de risque et la présence concomitante de maladies cardiovasculaires
aggravent la dysfonction endothéliale, ce qui requiert un remplacement continu de cellules
endothéliales endommagées. Ceci peut mener a un épuisement du stock de cellules progénitrices
disponibles dans la moelle osseuse qui est exacerbé par une sénescence et une apoptose accélérées

88 97 1% En outre, une diminution de la biodisponibilité de signaux de

de cellules restantes.
mobilisation, de recrutement et de différentiation/survie peut réduire la capacité des EPCs a réparer

les tissus 1ésés. Paradoxalement, 1’altération fonctionnelle des EPCs par les maladies
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cardiovasculaires et le vieillissement peuvent restreindre leur potentiel thérapeutique chez les

patients qui en ont principalement besoin.

1.10 Implication des EPCs dans I’homéostasie vasculaire

Les cellules endothéliales font partie intégrale de la paroi vasculaire intacte en constituant une
interface entre le sang et les tissus abritant les vaisseaux. De plus, ces cellules sont intimement
impliquées dans le processus de 1’angiogenése, de I’inflammation et de la thrombose.'”* En
I’occurrence, il est bien évident qu’une dysfonction ou un endommagement endothélial soit a
’origine des maladies cardiovasculaires majeures.'”” Dans les conditions physiologiques,
I’endothélium vasculaire sécréte des substances qui modulent le tonus vasculaire et protégent la
paroi vasculaire contre I’infiltration des cellules inflammatoires, la formation du thrombus et la
prolifération de cellules musculaires lisses.'”® '*” Dans les conditions pathologiques, la capacité de
I’endothélium a secréter les substances vasodilatatrices et anti-thrombotiques est affaiblie tandis
que la production des entités vasoconstrictrices, pro-inflammatoires et pro-thrombotiques est
accrue. Ceci entraine une altération du microenvironnement de la paroi endothéliale et la dirige vers
un état thrombo-inflammatoire. Antérieurement, on pensait que 1’endothélium vasculaire était une
simple barriére statique mais un consensus actuel considére que l’endothélium est un organe
dynamique ou I’équilibre entre 1I’endommagement/I’apoptose et la régénération endothéliale
détermine le degré d’avancement des Iésions athérosclérotiques (figure 1.8).” Bien que les cellules
endothéliales matures posseédent la capacité de se répliquer rapidement in vitro (jusqu'a 50
passages), on ne connait pas beaucoup sur leur capacité de réplication in vivo. Alors qu’un petit
pourcentage de cellules apoptotiques ou endommagées peut étre remplacé par les cellules
endothéliales résidentes de la paroi vasculaire et étant donné que les cellules endothéliales matures
sont des cellules différenciées terminales, leur capacité de régénération endothéliale demeure
cependant limitée."”® Pour cela, le remplacement des cellules mortes dans les régions de grand
"turn-over" nécessite la participation et le support de cellules progénitrices qui constituent un
réservoir de cellules souches comme c’est le cas dans d’autres tissus. Plusieurs chercheurs ont
suggéré que les EPCs circulantes issues de la moelle osseuse peuvent jouer un role essentiel dans la
ré-endothélialisation des vaisseaux 1ésés, en stimulant I’angiogenése par une sécrétion paracrine
et/ou en constituant une source de cellules souches endothéliales qui circulent a travers les

) ) . . 3,52, 69, 86, 87, 135, 199-201
vaisseaux sanguins et remplacent les cellules endommagées ou apoptotiques.™ > """ 7>

30



Apoptose

T Lésion

/ / Secretlons
{ angiogeéniques

Endommagement

Figure 1.8 : L’apoptose et la régénération de I’endothélium. Les cellules endothéliales apoptotiques ou endommagées
sont régénérées par division et migration latérale de cellules endothéliales adjacentes et par les cellules endothéliales
progénitrices circulantes. Sous conditions normales, I’intégrité de I’endothélium est maintenue grice a un équilibre
dynamique entre I’apoptose et la réparation endothéliale. Cependant, le systéme se déséquilibre rapidement si un
débalancement se produit en faveur de I’apoptose, initiant la formation de 1ésions athérosclérotiques. Adapté de Werner
et al. J. Cell. Mol. Med. 2006;10(2):328.

La transplantation d’EPCs favorise la formation de nouveaux vaisseaux dans I’ischémie du

202 71 , yqe 1. . .
65,66, 202 ot accélére la ré-endothélialisation des vaisseaux

myocarde et des membres postérieurs
endommaggés et des prothéses vasculaires dans de nombreux modéles animaux et chez 1’humain,”
29 démontrant leur potentiel thérapeutique dans la réparation des tissus ischémiques et de
I’endothélium endommagé. De plus, il a ét¢ démontré que les EPCs participent a 1’effet bénéfique

104, 204

. , . 1 . . .
des statines et des ostéogeénes'” dans les maladies cardiovasculaires. En outre, les EPCs ont

¢été utilisées dans les manipulations génétiques comme vecteur de transport et de livraison de génes

. . 203, 205, 206
thérapeutiques.” ™

En plus de leur rdle physiologique dans I’homéostasie vasculaire, de
¢tudes récentes ont rapporté que les EPCs favorisent la croissance tumorale et les métastases en

. . . . 207-21 . . .
induisant la formation de nouveaux vaisseaux.”’’*'® Cependant, il n’est pas assez clair si les EPCs

31



sont indispensables pour ce processus et si la contribution de la vasculogenése (induite par les EPCs

circulantes) prévaut sur I’angiogenéese "in situ"” (induite par division d’ECs existantes).

1.10.1 Les EPCs dans la réparation endothéliale
Les EPCs jouent un role émergeant dans la réparation endothéliale des vaisseaux 1ésés. Dans des
modeles animaux variés, la transplantation de cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse
peut restituer la fonction des organes et favoriser la réparation vasculaire et la régénération
tissulaire. Ainsi, la transplantation de moelle osseuse de souris de type sauvage chez des souris
ApoE” réduit la formation de 1ésions athérosclérotiques.'™ Un greffon vasculaire en Dacron
implanté chez le chien a été rapidement revétu par des cellules CD34" dérivées des HSCs.*® Chez
I’humain, la surface des dispositifs d'assistance ventriculaire a été peuplée par des HSCs du
phénotype CD133"/VEGFR2".* De plus, Walters et coll. ont démontré que les EPCs circulantes
peuvent migrer et s’incorporer dans les parties endommagées de I’artére aprés I’angioplastie.'™ Les
expériences de transplantation de moelle osseuse ont révélé que les cellules dérivées de la moelle
osseuse peuvent contribuer a la ré-endothélialisation des greffons et des artéres dénudées.” '
D’autres évidences sur la contribution des EPCs dans la régénération endothéliale chez
I’humain ont été fournies par des modeles de simulation assistés par ordinateur. Dans ces modeles,
le maintien de I’intégrité de la monocouche endothéliale par division des ECs adjacentes et le

211
Dans les

remplacement des ECs apoptotiques par recrutement des EPCs ont été simulés.
conditions physiologiques, I’intégrit¢ de la paroi endothéliale peut étre maintenue par une
réplication des cellules adjacentes. Cependant, dans des conditions de stress oxydatif di au
vieillissement, I’endommagement de 1’endothélium a été prévenu par un recrutement des EPCs. Un
taux de recrutement de 5 % par année était suffisant pour retarder de maniére significative
’altération de I’intégrité endothéliale. En somme avec les données expérimentales, ces simulations
par ordinateur ont attribu¢ aux EPCs un rdle capital dans I’hémostase de la paroi vasculaire.

Par ailleurs, des EPCs dérivées de la rate possedent aussi la capacit¢ de régénérer
I’endothélium endommagé. Ainsi, I’infusion intraveineuse de cellules mononucléaires dérivées de
la rate entraine une vasodilatation dépendante de 1’endothélium chez des souris athérosclérotiques,
indiquant que les EPCs dérivées de la rate peuvent jouer un réle dans la réparation de la lésion

vasculaire.”’? Aussi, les EPCs obtenues a partir des homogénats de la rate favorisent la ré-

endothélialisation et réduisent la formation de la néoinitima aprés I’induction d’un endommagement
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endothélial dans un modéle de 1ésion carotidienne chez la souris.?"> D’autre part, les EPCs peuvent
corriger la dysfonction endothéliale en soutenant 1’apoptose cellulaire induite par les facteurs de
risque dans les coronaropathies.™*

L hypothese que les EPCs puissent contribuer a la régénération de 1’endothélium vasculaire
a été confirmée par d’autres types d’expériences. Une étude réalisée par Gunsilius et coll. portant
sur six patients atteints de leucémie myéloide chronique et ayant subi une greffe médullaire a
montré la présence de cellules du phénotype HLA du donneur dans I’endothélium vasculaire du
receveur.””” Lin et coll. ont isolé des cellules endothéliales circulantes a partir de patients ayant subi
une transplantation médullaire d’un sujet de sexe différent.*” Ces cellules provenaient du donneur et
exprimaient un phénotype endothélial (vWF, intégrine a,, VE-Cad, internalisation de I’Ac-LDL).
Par ailleurs, leurs résultats ont démontré qu’en culture, les cellules endothéliales en croissance
rapide provenaient de cellules issues de la moelle osseuse, et représentaient vraisemblablement des
angioblastes circulants chez 1’adulte, a I’instar des angioblastes présents lors du développement
embryonnaire. D’autres travaux ont montré aussi que la transplantation d’EPCs pouvait contribuer a
la néoangiogenese qui résulte en une augmentation du flux sanguin dans des modé¢les d’ischémie
aigué chez le rongeur : Kalka et coll. ont montré une augmentation du flux artériel par doppler dans
la patte ischémique de souris chez lesquelles des EPCs issues de la culture de cellules
mononucléaires ont été injectées.” Cependant, la transplantation de cellules souches progénitrices
se heurte, au moins en théorie, a plusieurs limites : 1) le faible nombre d’EPCs présentes dans le
sang, 2) la modeste incorporation de cellules souches dans les sites de néoangiogenéese (environ 10
% des cellules endothéliales vasculaires), 3) la possibilité d’incorporation de cellules souches dans
d’autres sites que ceux de la néoangiogenese, 4) la question de la pérennité de I’effet et de la
sécurité du procédé¢. Les progres proviendront donc de I’amélioration des techniques d’isolement et
de purification en grandes quantités des cellules progénitrices des cellules endothéliales afin
d’obtenir des populations aussi pures et aussi riches que possible.

De fagon générale, ces études impliquent qu’en dépit de la polémique qui entoure la
transplantation d’EPCs, cette réserve de précurseurs endothéliaux joue un rdle certain dans le
mécanisme de réparation endogéne pour préserver I'intégrité de la monocouche endothéliale en

remplacant les parties dénudées de I’artere.
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1.10.2 Les EPCs dans la néovascularisation

L’accroissement du processus de néovascularisation est un outil thérapeutique pour la survie des
tissus ischémiques.”'® Le role des EPCs dans la néovascularisation endogéne des tissus ischémiques
est bien connu. En effet, les tissus ischémiques sécrétent des chémokines comme le VEGF et le
SDF-1a qui induisent la mobilisation des EPCs de la moelle osseuse et favorisent leur recrutement

e . . . c 65,66
dans les territoires ischémiques ou elles peuvent participer au processus de néovascularisation.” >

113 120,199, 202, 217. 218 y>qyitre part, ’infusion d’une variété distincte de cellules isolées de la moelle
osseuse ou par culture ex-vivo a démontré la capacité d’augmenter la densité capillaire et la
néovascularisation dans I’ischémie de membres postérieures et du myocarde.®> % 202 21922 pe
méme, I’infusion directe de cellules mononucléaires isolées de la moelle osseuse a donné des
résultats similaires. Dans des modeles animaux d’ischémie de membres postérieurs, 1’injection
intramusculaire de cellules mononucléaires isolées de la moelle osseuse augmente la
néovascularisation, la circulation dans les membres, la tolérance a 1’exercice, et 1’artéri0genése.226’
2711 faut noter que la culture des cellules mononucléaires dans des conditions d’hypoxie avait de
meilleurs effets que celles cultivées en conditions normales, suggérant que ces cellules sont
particuliérement répondantes a I’ischémie.”*® Au niveau cardiaque, la transplantation des cellules de
la moelle osseuse favorise 1’angiogenése et la reperfusion myocardique dans un modele d’ischémie

200, 228-230

du myocarde chez le rat et le porc. En clinique, I’autogreffe locale de cellules

mononucléaires de la moelle osseuse dans les membres ischémiques accroissait 1’index du pouls

220

pédieux/brachial ("Ankle-Brachial Index") et atténuait la douleur au repos.”” De plus, la

transplantation d’EPCs cultivées ex-vivo améliore de fagon significative la réserve coronaire et la
fonction du ventricule gauche chez les patients avec un infarctus aigu du myocarde.”'

Le potentiel angiogénique des EPCs a été aussi investigué dans un modé¢le animal de tumeur
angiogénique. L’inhibition de la réponse au VEGF par les EPCs et les HSCs entrave 1’angiogenése

232

et la croissance de tumeurs chez la souris.”” En contraste, la mobilisation des EPCs par

administration de G-CSF favorise I’angiogenése tumorale.” Chez I’humain, plusieurs études ont

. . a ; - . 234, 235
démontré la contribution des EPCs a I’angiogenése tumorale “™

et a la rétinopathie
diabétique.**

L’utilisation de différents mod¢les et la variation dans le nombre et dans les espéces ont
restreint les méthodes de comparaison de ’efficacité de différentes populations cellulaires utilisées.

Cependant, le potentiel thérapeutique semble étre similaire quand des cellules progénitrices
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humaines et murines isolées sont utilisées.*>" 6> 68 113,123,202, 219, 232, 237. 238 Ainei les "early" EPCs
et les late EPCs ont démontré une capacité de vasculogenése comparable in vivo.® *° Ces résultats
suggerent que la propriété fonctionnelle de ces cellules a promouvoir la néovascularisation est
plutét indépendante de la lignée endothéliale progénitrice utilisée. Toutefois, les fractions
fraichement isolées de cellules CD34" dérivées de la moelle osseuse ou des PBMCs ont démontré
une capacité d’incorporation et une activité fonctionnelle réduites.*” ® Aussi, la néovascularisation
n’a pas été améliorée en présence de différents types de cellules endothéliales matures® ¢ ¢
suggérant I’existence de mécanismes d’induction, d’activation et de différentiation préalables qui
rendent les EPCs aptes a exercer leur activité fonctionnelle.

La capacité fonctionnelle des EPCs a augmenter le flot sanguin n’est pas exclusivement
confinée au phénotype monocytique. La transplantation des EPCs cultivées in vitro a partir d’une
population de cellules mononucléaires CD14" ou CD14" augmentent la néovascularisation au méme
niveau tandis que le méme nombre de cellules mononucléaires fraichement isolées et non cultivées
ne possédent aucun effet remarquable.®® Ces résultats indiquent clairement que la culture de cellules

mononucléaires CD14" ou CD14" est une étape indispendable pour I’expression de leurs propriétés

angiogéniques.

1.10.3 Les EPCs dans I’athérosclérose

La dysfonction endothéliale est la manifestation primaire de la 1ésion athérosclérotique et est
caractérisée par une réduction de la biodisponibilit¢ du NO et, au niveau cellulaire, par une perte
progressive des cellules endothéliales.*® La transfusion systémique des EPCs dans un cas
d’hypercholestérolémie chez des souris transgéniques ApoE'/ ~ améliore significativement la
fonction endothéliale.” Dans une publication-clé, Rauscher et coll. ont démontré que la transfusion
systémique des cellules souches et progénitrices dérivées de jeunes souris ApoE” non-
athérosclérotiques prévient la progression de la 1ésion chez les souris récipiendaires ApoE”” malgré
la persistance de I’hypercholestérolémie.'®* Par contre, le traitement avec des cellules souches de la
moelle osseuse prélevées chez des souris agées ApoE” athérosclérotiques ne prévient pas la
progression de la lésion. Apparemment, le potentiel de réparation cellulaire endothéliale dépend de
I’age des cellules souches, ce qui souligne encore une fois, I’importance de 1’influence des facteurs
de risque cardiovasculaire sur la fonction de la moelle osseuse et la production des EPCs.'® En

clinique, la premiére évidence qui a démontré que les EPCs exercaient un effet vasculo-protecteur
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chez les patients athérosclérotiques provenait d’une étude réalisée en 2005 par le groupe de Werner.
! Dans cette étude, le nombre des EPCs CD34"/VEGFR2" a ét¢ mesuré chez 519 patients
coronariens et a été corrélé a la mortalité cardiovasculaire, au premier accident cardiovasculaire
(infarctus du myocarde, hospitalisation, revascularisation et arrét cardiovasculaire) et a la mortalité
non spécifique dans une période de 12 mois. Les auteurs de cette étude ont conclu que la survie
sans accident cardiovasculaire majeur augmente graduellement avec le nombre d’EPCs. Les mémes
résultats ont été reproduits avec les EPCs CD133". Ces découvertes ont qualifié¢ les EPCs comme
étant un biomarqueur indépendant dela mort associée aux pathologies cardiovasculaires
athérosclérotiques, du premier accident cardiovasculaire, de la revascularisation, et de

I’hospitalisation.

1.10.4 Les EPCs dans la resténose

L’angioplastie coronarienne ou I’angioplastie par ballonnet est une intervention chirurgicale
largement pratiquée en revascularisation pour le traitement des artéres coronaires obstruées par la
formation d’une plaque athéromateuse, d’un spasme ou d’un thrombus. Malgré que 1’angioplastie
soit rendue un outil thérapeutique de choix dans ’intervention cardiovasculaire, la resténose (de
nouvelles obstructions) demeure une limite importante a la pratique de cette technique. La resténose
est la conséquence directe du traumatisme artériel provoqué par I’angioplastie et se définie comme
étant une perte d’au moins 50% du gain obtenu par I’angioplastie.***

L’angioplastie est souvent accompagnée par 1’implantation d’un tuteur métallique ("stent")
pour prévenir la rétraction élastique suite a la dilatation de DI’artére. L’implantation du stent
traumatise la paroi endothéliale et engendre une 1ésion vasculaire qui pourra s’étendre jusqu'a 90%
de la surface dilatée. Cette 1ésion va provoquer une série d’interactions cellulaires adhésives et de
réponses thrombo-inflammatoires qui induisent la prolifération de cellules musculaires lisses et

|’épaississement subséquent de I’intima ou I’hyperplasie intimale.** **

Un processus de ré-
endothélialisation rapide et adéquate s’aveére donc essentiel pour faciliter la cicatrisation de la paroi
vasculaire et prévenir le risque de thrombose et de resténose aprés le placement du stent. Ceci va
restaurer la sécrétion du NO, de la prostacycline et des facteurs vaso-relaxants par I’endothélium et
entraver la prolifération des cellules musculaires lisses.**

Comme il a été abordé dans les sections précédentes, la capacité¢ de I’endothélium a se

réparer dépend de la migration et la prolifération de cellules endothéliales matures avoisinant la
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lésion et aussi, de la mobilisation et le recrutement des EPCs dans la région vasculaire
endommagée, celles-ci prenant ensuite la forme de cellules endothéliales. Des études ont démontré
que la resténose et la resténose intra-stent aprés I’angioplastie sont inhérentes a une insuffisance ou

246

a une dérégulation fonctionnelle du contingent d’EPCs circulantes chez la souris et chez

’humain."”®” ** En effet, une incorporation accrue d’EPCs dérivées des PBMCs a été associée

203, 213
’ et la

avec une ré-endothélialisation accélérée et une réduction de la resténose chez le rat,
souris.”"® La prévention de la resténose par les EPCs semble étre favorisée par la sécrétion de
médiateurs antiprolifératifs comme le NO. En fait, Kong et coll. ont démontré que la transplantation
d’EPCs surexprimant eNOS favorisait la ré-endothélialisation et inhibait 1’hyperplasie intimale
chez le lapin.”® En conséquence, I’augmentation de la biodisponibilit¢ du NO a renforcé les
propriétés vasculo-protectrices de 1’endothélium et a inhibé 1’hyperplasie néointimale.?®

Des études ont été faites pour identifier les facteurs susceptibles d’augmenter la mobilisation
et le recrutement des EPCs vers la région endommagée, et I’inhibition de I’hyperplasie

130 et cytokines mobilisatrices.”*® D’autres études

néointimale : statines,'** exercice,'” cestrogénes
ont examiné I’intérét de stents imbibés de cellules endothéliales ou d’EPCs. L’approche actuelle la
plus courante est d’enrober les stents d’anticorps anti-CD34 pour attirer les EPCs circulantes qui
peuvent ensuite se différencier en cellules endothéliales. Dans cette perspective, Shirota et coll. ont
rapporté¢ que les EPCs ¢étaient capables d’ensemencer efficacement et de former une monocouche
cellulaire sur la surface de stents métalliques ou microporeux (enrobés avec du polyuréthane). Ces
cellules ont été capables de migrer vers la surface de stents implantés dans un modele expérimental
de média vasculaire, proliférer et endothélialiser les surfaces luminales des tissus hybrides formés
par les stents et la surface artérielle.”® De plus, dans un modéle d’angioplastie chez le porc, Blindt et
coll. ont confirmé la capacité des stents capteurs d’EPCs 4 inhiber I’hyperplasie néointimale.”

Le registre du «Healthy Endothelial Accelerated Lining Inhibits Neointimal Growth-First In
Man» (HEALING-FIM) était la premiére étude clinique qui a démontré la salubrité et la faisabilité

des stents enrobés d’EPCs dans le traitement de la maladie des artéres coronaires.”>!

Quelques
années plus tard, d’autres études cliniques sont venues démontrer la salubrité et 1’efficacité de
I’utilisation de stents capteurs d’EPCs (stents enrobés d’anticorps monoclonaux murins anti-CD34
humains) dans la prévention de la thrombose aigué et tardive du stent.”*”’

En somme, ces études suggerent que les stents enrobés d’EPCs ou capteurs d’EPCs peuvent

constituer un nouvel outil thérapeutique pour la ré-endothélialisation de la paroi vasculaire
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athérosclérotique. Ceci va résulter en une inhibition de la thrombose et de resténose intra-stent et en

une reconstitution de I’architecture normale du tissu.

1.10.5 Les EPCs dans la thrombose
La rupture des plaques athéromateuses conduit a un afflux de sang dans I’intima et le cceur
lipidique des plaques. Il s’ensuit une série d’événements incluant 1’agrégation plaquettaire et la
formation locale d’un thrombus qui peut entraver ou méme bloquer le torrent circulatoire dans les
artéres aboutissant au syndromes coronarien aigu et/ou a I’infarctus du myocarde.”>* L’adhésion
plaquettaire aux sites de 1ésion vasculaire représente la premiére étape dans 1’athérothrombose.*>
Immeédiatemment aprés 1’endommagement artériel, les plaquettes circulantes roulent et adhérent
aux composantes de la matrice sous-endothéliale par I’intermédiaire de leurs récepteurs adhésifs.
Cette étape est suivie par 1’activation des plaquettes et le recrutement d’autres plaquettes en
circulation, initiant la formation d’un agrégat plaquettaire ou thrombus au site focal de la 1ésion. La
thrombose dans une artére coronaire implique des interactions complexes entre la matrice sous-
endothéliale, I’endothélium, les plaquettes, les leucocytes, et certaines protéines plasmatiques telles
que le vWF et le fibrinogéne.”*

Le role des EPCs dans la préservation de I’intégrité vasculaire et dans la réparation de
I’endothélium endommagé est incontestable. En effet, il est bien établi que les EPCs favorisent la
revascularisation des tissus ischémiques et 1ésés et préviennent le rejet, la thrombose et la resténose

3, 74, 78, 137, 251, 255 . oo ’ .
7379, 78 137, 331, 255 e plus, des études cliniques récentes ont clairement

des prothéses vasculaires.
démontré que I’utilisation de stents capteurs d’EPCs limitait 1’initiation de la cascade d’événements
aboutissant a la thrombose aigué, chronique ou tardive de stents implantés dans la paroi artérielle.”®
7 En particulier, dans un modéle de thrombose des veines profondes chez le rat, la transplantation
d’EPCs semble altérer le microenvironnement de la 1ésion ce qui se traduit par une recanalisation et
un remodelage du thrombus.”® Cependant, la faible proportion d’EPCs incorporées dans les
capillaires aprés I’ischémie ne refléte pas la portée de 1’effet thérapeutique observé apres la thérapie

6568113 pour cela, Iefficacité de la ré-endothélialisation induite par les EPCs ne serait pas

cellulaire.
exclusivement due a I’incorporation des EPCs dans les vaisseaux néoformés mais de fagon plus
large a la sécrétion paracrine de substances et de médiateurs vaso-actifs. Néanmoins, un
rapprochement étroit ou un bref contact cellulaire peut étre requis pour que 1’effet des EPCs soit

pleinement réalisé. En effet, des résultats de notre laboratoire™’ et des données provenant d’autres
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laboratoires ont proposé¢ que les EPCs sont en mesure de sécréter une panoplie de facteurs pro-
angiogéniques et thrombo-résistants dans le microenvironnement immédiat de la 1ésion tel que
VEGF, IGF-I, HGF, SDF-1a, GM-CSF, IL-8, PGI, et NQ.>> ¢ 8 10% 110, 122, 201 69, 74, 78, 257 7
sécrétion de la PGI, et du NO au niveau du foyer de la Iésion peut favoriser la néoangiogenese,
inhiber 1’agrégation plaquettaire locale et limiter la thrombogenése. '+ 2°7%>

Ainsi, les stratégies visant a inhiber ou a limiter la thrombogénicité de la surface
endommagée est un élément indispensable pour une endothélialisation prompte et efficace des
vaisseaux. Pour arriver a cette fin, plusieurs approches devront étre employées pour prévenir

I’adhésion et I’activation indésirables des plaquettes, limitant la propagation de 1’agrégation

plaquettaire et la formation du thrombus.

1.11 Limites et perspectives

Malgré les résultats encourageants qui entourent le potentiel thérapeutique des EPCs, plusieurs
contraintes s’opposent a leur application clinique. Des stratégies doivent étre élaborées pour
accroitre le nombre d’EPCs permettant I’obtention d’un nombre adéquat de cellules pour les
applications thérapeutiques. Il est important d’¢élargir notre connaissance sur la biologie des EPCs,
la nature des signaux mobilisateurs, migratoires et de recrutement et les mécanismes de
différentiation et d’incorporation dans les tissus cibles. De méme, des stratégies pour augmenter la
rétention et la survie de cellules transplantées méritent d’étre développées. Le moment
d’administration des cellules, les conditions cliniques appropriées, le nombre cellulaire optimal et
surtout la sécurité de transplantation cellulaire sont des éléments qui doivent étre bien définis. De
plus, il y a un besoin urgent d’uniformiser les protocoles d’isolation, de culture, et d’applications
thérapeutiques. Finalement, I’ingénierie génétique des EPCs peut fournir une stratégie importante
pour augmenter leur biodisponibilié (mobilisation, greffe, fonctionnement, survie) permettant ainsi
leur utilisation comme outil thérapeutique important dans le traitement des maladies

cardiovasculaires.
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Chapitre 2
Les Plaquettes
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2.1 Origine et structure des plaquettes

Les plaquettes ou thrombocytes sont des éléments figurés du sang dépourvus de noyau en
suspension dans le plasma. A cause de leur petite taille (3 x 0.5 um), les plaquettes occupent moins
de 0,3% du volume sanguin et ont été pour longtemps décrites comme des portions cytoplasmiques
ou des fragments cellulaires.”® Les plaquettes doivent leur découverte en 1882 au chercheur italien
Giulio Bizzozero qui, non seulement les a identifié physiquement mais aussi leur a attribué un role

dans I’hémostase et la thrombose.?*

Depuis ce temps, la perception des plaquettes a
considérablement évolué, si bien qu’a I’heure actuelle elles attirent 1’attention des chercheurs dans
maintes disciplines de recherche : hématologie, oncologie, immunologie, cardiologie, angiogenese,
la recherche en biomatériaux et méme en psychologie.

Les plaquettes jouent un rdle essentiel dans 1’hémostase vasculaire en limitant les
saignements a la suite d’une rupture des vaisseaux sanguins ou d’une lésion de leur endothélium.
En adhérant a I’endroit endommagé, les plaquettes forment une sorte de «colle cellulaire» qui
contribue a colmater la bréche. Cependant, lorsque les plaquettes échappent aux mécanismes de
régulation, la réaction plaquettaire devient démesurée et il y a un risque accru d’engendrer une
oblitération partielle ou totale (thrombose) dans les vaisseaux sanguins ou les cavités cardiaques.

Originaires de la moelle osseuse, les plaquettes dérivent de la défragmentation
cytoplasmique de cellules extraordinairement grosses (mesurant jusqu'a 60 um): les
mégacaryocytes, elles-mémes dérivées des cellules souches multipotentes. Suite a leur passage dans
la circulation sanguine, les plaquettes acquiérent une forme discoidale et comptent entre 250 x 10’
et 400 x 10°/mm’ chez une personne saine. Dans les conditions physiologiques, les plaquettes
peuvent survivre entre cing et neuf jours en circulation avant d’étre éliminées par les macrophages
au niveau du foie et de la rate. Un nombre d’entre elles est éliminé par le systéme réticulo-
endothélial indépendamment de leur age tandis qu’une faible proportion des plaquettes circulantes
est continuellement impliquée dans le maintien de I’hémostase vasculaire.

De point de vue anatomo-fonctionnel, les plaquettes peuvent se diviser en trois
compartiments essentiels soit les membranes, le cytosquelette et les granules de sécrétion. Le
glycocalyx correspond au feutrage protéique et glucidique de la membrane plasmique qui tapisse
I’extérieur de la cellule, participe activement aux interactions cellulaires, aux mécanismes
d’activation plaquettaire et posséde des propriétés antigéniques.”®® La membrane plasmique des

plaquettes est lisse, ne présentant que quelques invaginations formant un systéme de conduits
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membranaires internes fortement anastomosés, appelé systéme caniculaire ouvert. Ce systéme
caniculaire permet ’entrée des molécules circulantes dans le milieu environnant et la fusion et la
sécrétion de granules plaquettaires qui viennent déverser leur contenu au cours de 1’activation
plaquettaire. De fait, il constitue un lieu d’échanges actifs entre les plaquettes et le milieu extérieur.

La plus importante structure intracellulaire des plaquettes est le cytosquelette car il permet
d’ancrer différentes glycoprotéines membranaires et est le siege d’une multitude de réactions

261
La forme

biochimiques impliquées dans les diverses voies de signalisation plaquettaire.
discoidale des plaquettes est maintenue grace au cytosquelette plaquettaire. Au cours de 1’activation
plaquettaire, les plaquettes changent de forme ce qui nécessite la réorganisation du cytosquelette
riche en actine et se traduit par 1’acquisition d’une forme sphérique. Par la suite, des extensions
membranaires (lamellopodes, filopodes) sont projetées vers la périphérie dans le but de permettre
I’étalement des plaquettes lorsqu’elles adhérent a une surface thrombogénique.

Dépourvues de noyaux, les plaquettes possédent dans leur cytosol un nombre important de
granules d’entreposage renfermant un grand nombre de molécules et de substances effectrices
comme des facteurs de croissance, des protéines coagulantes, des molécules d’adhésion, des
activateurs cellulaires, des cytokines, des intégrines, des molécules inflammatoires, des facteurs
angiogéniques, etc (tableau 2.1, page 43). Ces granules intracellulaires sont au nombre de trois : les
granules a, les granules denses et les lysosomes. La sécrétion de ces granules lors de I’activation
plaquettaire contribue aux diverses interactions entre les plaquettes ou entre les plaquettes et
d’autres cellules.

Que ce soit au repos ou suite a leur activation, les plaquettes interagissent avec leur
environnement grace a différentes molécules d’adhésion. Ces protéines adhésives et leurs
récepteurs sont responsables de différentes fonctions physiologiques et pathologiques des
plaquettes. De 1’adhésion a la matrice sous-endothéliale, en passant par I’agrégation plaquettaire et
les réactions thrombotiques et inflammatoires, les protéines de surface influencent et dictent les
interactions adhésives et cellulaires des plaquettes; elles sont au cceur de la fonction

physiopathologique des plaquettes.”**>%
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Tableau 2.1 : Constituants essentiels des granules plaquettaires

Granules a

Granules denses

Lysosomes

P-sélectine

GPIb-IX-V

GPIIb/I1Ia

GPIV

PECAM-1

Stomatine

PDGF, VEGF, EGF
Facteur V, Facteur VIII

Fibronectine, PF4

GPIb

GPIIb/1l1a

P-sélectine

CD107a (LAMP-1)
CD107b (LAMP-2)
CD63 (LAMP-3)
Sérotonine, Histamine
ATP, ADP, GTP, GDP

Calcium, Magnésium

CD107a (LAMP-1)
CD107b (LAMP-2)
CD63 (LAMP-3)
Carboxypeptidase
Phosphatase acide
Cathepsin D et E

Meétalloprotéinases ?

Vitronectine, vVWF
Thrompospondine
Fibrinogene

Immunoglobulines

(IgG,1gA,1gM)

Légende : ATP (Adénosine TriPhosphate), ADP (Adénosine DiPhosphate), EGF (Facteur de Croissance Epidermique),
GTP (Guanosine TriPhosphate), GDP (Guanosine Diphosphate), IgG (Immunoglobuline G), IgA (Immunoglobuline
A), IgM (Immunoglobuline M), LAMP (Protéine Membranaire Associée aux Lysosomes), PDGF (Facteur de
Croissance Dérivé des Plaquettes), PECAM-1 (Molécule-1 d’Adhésion Cellulaire des Plaquettes et I’Endothélium), PF4
(Facteur Plaquettaire-4), VEGF (Facteur de Croissance Vasculaire Endothélial), vWF (Facteur von Willebrand).

2.2 Molécules d’adhésion plaquettaire

Plusieurs molécules d’adhésion existent a la surface des plaquettes et sont regroupées en plusieurs
catégories : protéines a quatre domaines transmembranaires, lectines, immunoglobulines, protéines
apparentées au TNF et a son récepteur, protéines riches en leucine, sialomucines, éphrines,
intégrines (composées de deux sous-unités, o et-f3) et sélectines. Toutes ces molécules ont une
fonction particuliére, mais certaines revétent un role plus important. Notamment, la GPIa/Ila (03
ou CD49b/CD29), la GPIV (CD36) et la GPVI reconnaissent le collagéne de la matrice sous-
endothéliale et participent a ’adhésion des plaquettes au collageéne ainsi qu’a 1’activation des

plaquettes par ce dernier. La GPIIb/Ila (ouP; ou CD41/CD61) est I’intégrine la plus abondante
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dans la membrane des plaquettes et elle permet aux plaquettes d’agréger entre elles en liant le
fibrinogeéne et participe de mani¢re plus ou moins importante a la liaison des plaquettes aux
leucocytes. La GPIba (CD42bo) lie le vVWF associé au collagene dans la matrice sous-endothéliale
et est indispensable a I’adhésion des plaquettes lorsque le débit sanguin est élevé en plus de
participer a D’activation plaquettaire a la thrombine. Finalement, la P-sélectine (CD62P) qui
reconnait le PSGL-1 (CD162) a la surface des leucocytes, participe activement au recrutement des
leucocytes et des plaquettes au site de lésion et est le mode de liaison de prédilection entre les

plaquettes et les leucocytes menant a la formation d’hétéroagrégats.

La GPIa/lla
La GPIa/lla ou a,fB; est une protéine hétérodimerique de la famille des B;-intégrines. Elle est
composée de deux sous-unités protéiques (02f1). Il a été démontré que la sous-unité a, pourrait lier

le collagéne.”

La GPIa/lla est le principal récepteur plaquettaire a la plupart des types de
collagéne sous conditions statique et de flot.**” **® Cependant, plusieurs autres protéines
membranaires des plaquettes sont aussi impliquées dans 1’adhésion des plaquettes au collagéne sous

o - 268, 269
conditions statiques ou de flot.””

Notons enfin que la GPla/lla participe activement dans la
formation de thrombus artériel a I’interface sang-vaisseau sous condition de flot suite a un

ro 12
endommagement artériel.*”’

La GPVI

La GPVI appartient a la famille des immunoglobulines et est considérée, avec la GPla/lla, comme
un des récepteurs majeurs du collagéne a la surface des plaquettes. La structure de GPVI consiste
en deux boucles d’immunoglobulines C2 qui contiennent le domaine de liaison au collagéne. Bien
que plusieurs études ont indiqué que la GPVI est bien un récepteur du collagéne, il a été suggéré
que cette propriété est assurée via 1’activtion de la GPIa/lla et de ce fait, la GPVI est principalement

- . " 269, 271
une protéine signalétique.” !

La GPIV
La GPIV est un nom général pour une protéine qui a été aussi nommée CD36 ou GPIIIb dans les
plaquettes. Il existe une controverse en ce qui concerne la fonction de cette molécule dans les

plaquettes bien que quelques études 1’ont classée parmi les récepteurs du collagéne. 2/*27
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Le GPIb/IX/V

Le complexe plaquettaire GPIb/IX/V représente la quatrieme famille de molécules d’adhésion
plaquettaire en importance, soit les glycoprotéines riches en leucine. Ce complexe protéique
consiste en quatre types de sous-unités transmembranaires : GPIba (CD42b), GPIbp (CD42c),
GPIX (CD42a) et GPV (CD42d). Ces différentes chaines polypeptidiques sont exprimées dans la
membrane plasmique dans un rapport moléculaire 2 : 2: 2: 1, respectivement. Chacune de ces
unités possede une a neuf séquence(s) extracellulaire(s) riche(s) en leucine, une région
transmembranaire et une courte queue cytoplasmique. Environ 25 000 copies du GPIba, GPIbp et
GPIX sont exprimées a la surface des plaquettes humaines non stimulées®™ *’® avec
approximativement la moitié¢ de copies de la GPV.>"’

Sous conditions de flot ou les forces de cisaillement sont faibles, I’interaction entre le
GPIla/lla et le collageéne est suffisante pour établir I’adhésion des plaquettes. Mais, quand les forces
de cisaillements sont élevées, 1’adhésion des plaquettes a la matrice sous-endothéliale est sous la
dépendance de la liaison du complexe GPIb/IX/V au vWF li¢ aux protéines de la matrice sous-

endothéliale.”’®

Le vWF est composé de plusieurs sous-unités et circule dans le sang sous une forme
non reconnue par les plaquettes.””” Suite a une 1ésion endothéliale qui expose les constituants de la
matrice, le vVWF se lie rapidement au collagéne pour interagir ensuite avec le complexe GPIb/IX/V.
Cette interaction entre le vVWF et le GPIb/IX/V permet aux plaquettes de s’activer pour adhérer
fermement a la matrice sous-endothéliale (ce mécanisme est décrit en détail au page 62). Le
complexe GPIb/IX/V exerce, entre autres, plusieurs fonctions physiologiques au niveau des
plaquettes, car 1) il peut déclencher des voies de signalisation menant a I’activation plaquettaire
(par activation de la GPIIb/IIIa); 2) il peut lier la thrombine et participer a I’activation plaquettaire
par ce puissant agoniste; 3) il entraine plusieurs changements morphologiques au niveau des
plaquettes (réarrangement du cytosquelette, étalement, sécrétion et agrégation). De plus, le
complexe GPIb/IX/V peut aussi interagir avec une P,-intégrine des leucocytes, soit le CD11b/CD18
(MAC-1) et favoriser le recrutement des leucocytes au sein du thrombus et aux sites de Iésions
vasculaires. 2*

La GPIIb/IIIa (onfs)

L’agrégation plaquettaire est une composante principale du thrombus et du caillot sanguin et résulte

d’une série coordonnée d’interactions cellulaires adhésives. Les plaquettes circulantes peuvent

adhérer aux matrices sous-endothéliales exposées aux sites de 1ésion vasculaire, suivi par 1’adhésion
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plaquettaire stable a I’endothélium et le recrutement d’autres plaquettes conduisant a la formation
d’un agrégat plaquettaire. Cette capacité des plaquettes d’agréger est dépendante d’une
glycoprotéine de surface exprimée de manicre constitutive par les plaquettes : la GPIIb/Illa ou
I’intégrine Ocnb[33.281

La GPIIb/IIla est un complexe hétérodimérique composé de deux chaines polypeptidiques
oup (GPIIb) reliées par un pont disulfure et d’une simple chaine polypeptidique : I’intégrine s
(GPIIIa). La sous-unité oyb comprend dans son domaine extracellulaire quatre sites de liaison pour
des cations divalents qui témoignent de sa dépendence calcique (figure 2.1). Cette glycoprotéine est
la plus abondante molécule d’adhésion a la surface des plaquettes avec environ 80 000 exemplaires,
ce qui représente 1 & 3% de la teneur totale en protéines des plaquettes.”®>** La GPIIb/IIIa est un
membre de la famille des intégrines reconnues pour leurs propriétés adhésives et signalétiques.*®’
Cette intégrine peut lier plusieurs molécules adhésives incluant le fibrinogéne, le vWF, la
fibronectine et la vitronectine. De plus, elle peut aussi lier la prothrombine et la molécule
d’adhésion cellulaire neuronale L1 qui peut faire un lien fonctionnel entre les plaquettes et le

systéme de coagulation ou les cellules endothéliales.?> 286

Dans les plaquettes au repos, 1’intégrine
o3 est en état de basse affinité ce qui permet aux plaquettes de circuler librement dans le sang
qui contient les ligands solubles de la GPIIb/IIla. La capacité de I’intégrine oypf3; a lier ses ligands
solubles augmente rapidement suite a 1’exposition des plaquettes aux agonistes solubles ou aux
protéines de la matrice endothéliale. Ces substances stimulatrices engagent des récepteurs
spécifiques des membranes plaquettaires et induisent la génération de seconds messagers a
I’intérieur des plaquettes qui impliquent des changements au niveau des séquences cytoplasmiques
des deux sous-unités de la GPIIb/IIla qui s’associent entre elles et avec d’autres protéines
cytoplasmiques.”®’ Ces changements se traduisent par une série de signalisations intracellulaires qui
sont rapidement transmises aux domaines extracellulaires de la GPIIb/Illa, augmentant son affinité
et son avidité pour les ligands adhésifs et la permutant d’un état inactif vers un état actif. Ce mode
de régulation de I’activité des intégrines est nommé signalisation "intérieur-extérieur" ("inside-out

. . A s s \ sox e 288,289
signaling"), et semble étre une propriété commune a toutes les intégrines.”

La liaison du ligand
a la portion extracellulaire de la GPIIb/Illa provoque un regroupement des intégrines et des
changements conformationnels dans leurs domaines cytoplasmiques, déclenchant des signaux vers
I’intérieur de la cellule, un processus appelé signalisation "extérieur-intérieur" ("outside-in

290, 291

signaling"). La combinaison de regroupement et de changements conformationnels des
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intégrines est requise pour que la signalisation de I’extérieur vers I’intérieur soit complétement
réalisée. Vraisemblablement, les modifications des queues des intégrines par la liaison du ligand et
le regroupement des intégrines induisent I’interaction de la queue avec des protéines
intracellulaires, donnant naissance a des cascades signalétiques. Ces cascades influencent
I’organisation du cytosquelette et modulent les fonctions adhésives et agrégantes des plaquettes.
293

En somme, le phénomeéne de signalisation bidirectionnelle est au centre de 1’activité fonctionnelle
de la GPIIb/IIIa et des plaquettes en favorisant un nombre d’activités cellulaires responsables de la
réponse plaquettaire aux différents stimuli, comme 1’agrégation, la sécrétion granulaire et 1’activité

procoagulante.***

GPIIb/IIIa

GPIIla _< > GPIIb
(sous-unité p) (sous-unité o)

HOOC

Figure 2.1 : Représentation schématique de la structure de la GPIIb/I1a.
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La P-sélectine

Les sélectines sont des molécules d’adhésion transmembranaires que 1’on retrouve chez les

2 La famille des sélectines

leucocytes, les cellules endothéliales et les plaquettes activées.
comprend trois membres : 1) la L-sélectine (CD62L), constitutivement exprimée a la surface des
leucocytes, 2) la E-sélectine (CD62E), se retrouvant a la surface des cellules endothéliales activées
par un mécanisme de synthése de novo, et 3) la P-sélectine (CD62P) que 1’on retrouve dans les
granules a®° et denses 2" **® des plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade des cellules
endothéliales.”®® Les sélectines possédent une analogie structurale : un domaine lectine sous
dépendance calcique en N-terminal suivi d’'un domaine ressemblant au facteur de croissance
épidermique ("Epidermal Growth Factor", EGF), un nombre variable de deux a neuf répétitions de
régions consensus, séquences retrouvées aussi dans les protéines régulatrices du complément.

Chacune des sélectines est insérée dans la membrane par son domaine hydrophobique

transmembranaire et comprend une courte queue cytoplasmique®” (figure 2.2).

P-sélectine

H,N

O Domaine Lectine

E-sélectine O Domaine EGF-like (structurale)

‘ Régions Consesnus (CRP-like)

v Domaines
Transmembranaires

Figure 2.2 : Représentation schématique de la structure des sélectines. Légende : EGF-like (ressemblant au facteur de
croissance épidermique), CRP-like (ressemblant aux protéines régulatrices du complément).
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Contrairement aux deux autres sélectines, la P-sélectine est synthétisée et confinée dans les
granules o des plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales. Suite a
I’activation cellulaire, les membranes des granules o et de corps de Weibel-Palade sont rapidement
fusionnées a la surface cellulaire, et la P-sélectine est redistribuée vers la membrane plasmique des
plaquettes et des cellules endothéliales.”®* ***3% Cependant, I’expression de la P-sélectine a la
surface cellulaire est de courte durée. Connaissant une distribution maximale de 10 minutes suivant
la stimulation cellulaire, la concentration membranaire en P-sélectine décline de fagon drastique en
moins de 30 minutes, suggérant ainsi que cette molécule est rapidement mobilisée et sert
d’intermédiaire aux phénomenes d’interactions plaquettaires et endothéliales avec les différentes
cellules sanguines, principalement les leucocytes et les EPCs.***% Les ligands de la P-sélectine les
mieux caractérisés sont les tétrasaccharides simples (e.g sialyl-Lewis X) et certaines glycoprotéines

3% Bien caractérisé, le PSGL-1 est d’ailleurs le seul

307, 308

de la famille des sialomucines (e.g PSGL-1).
ligand de haute affinit¢é connu de la P-sélectine et se retrouve exprimée de manicre
constitutive par toutes les cellules de la lignée myéloide.’”” % 3! Cependant, d’autres protéines
candidates pour la liaison avec la P-sélectine ont été suggérées.”'!

Au-dela de ses caractéristiques protéiques et de son cheminement cellulaire, la P-sélectine
semble étre au centre de la fonction plaquettaire. De par son interaction avec le PSGL-1, la P-
sélectine exerce des fonctions essentielles dans I’hémostase vasculaire, influence la réaction
thrombo-inflammatoire et la cascade de coagulation et participe a la réparation vasculaire en

interagissant avec les EPCs au niveau des 1ésions vasculaires.

2.3  Réle physiopathologique des plaquettes
La fonction principale des plaquettes est le maintien de l’intégrité des vaisseaux sanguins en
empéchant toute fuite vasculaire a travers les parois 1ésées ou endommagées. Les glycoprotéines a
la surface des plaquettes activées ou non dictent la réponse cellulaire envers le traumatisme et en
présence de divers stimuli. Il s’en suit I’activation des plaquettes qui peuvent ensuite adhérer,
sécréter et agréger. 312

Les principales molécules d’adhésion permettant aux plaquettes d’accomplir leurs fonctions
sont : 1) la GPIalla et GPVI récepteurs du collagéne, 2) le complexe GPIb/IX/V, principal récepteur
pour le vWF, 3) la GPIIb/Illa qui reconnait le fibrinogéne lorsqu’elle est activée et, 4) la P-

sélectine, qui, lorsque redistribuée suite a 1’activation permet aux plaquettes d’interagir avec
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différentes types cellulaires.'®® 9% 278 313314 1 »alycidation et la compréhension des mécanismes
régissant les fonctions plaquettaires ont mené au développement de meilleurs traitements

thérapeutiques dans la prévention des désordres thrombotiques.®"

2.3.1 Adhésion des plaquettes a I’endothélium
L’adhésion des plaquettes a 1’endothélium est la premiére étape dans 1’hémostase et la
thrombogenese. Les plaquettes jouent un role critique dans ce processus en étant la premiére ligne
de défense du corps quand les vaisseaux sanguins sont endommagés. Dans les conditions
physiologiques, les plaquettes circulent dans le sang dans un état inactivé et n’adhérent pas a
I’endothélium intact. Cette propriété de thrombo-résistance est liée a la nature de I’endothélium et a
sa capacité de sécréter différentes substances inhibitrices de I’activité plaquettaire comme le NO, le
facteur relaxant dérivé de I’endothélium ("Endothelium-Derived Relaxing Factor", EDRF), la PGI,
et le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium ("Endothelium-Derived Hyperpolarizing
Factor", EDHF). *'°

Les plaquettes possedent la capacité de rouler sur I’endothélium activé. Ce processus est, en
partie, dépendant du complexe GPIb/IX/V. Au niveau des artérioles, le mécanisme permettant aux
plaquettes de rouler sur I’endothélium repose sur 1’expression de la P-sélectine par les cellules

endothéliales’!’

et un ligand pour la P-sélectine endothéliale, encore mal identifié, a la surface des
plaquettes. Cependant, la protéine la plus appropriée a remplir cette fonction est le complexe
GPIb/IX/V.2 218 31 Drautre part, une étude effectuée sous conditions statiques révéle que les

plaquettes activées peuvent adhérer a I’endothélium par I’ intermédiaire de la GPIIb/IIla.**

2.3.2 Adhésion des plaquettes a la matrice sous-endothéliale

Quelques secondes aprés la lésion d’un vaisseau sanguin, les parois se contractent (spasme
vasculaire) et les plaquettes circulantes interagissent avec les composants exposés de la matrice
endothéliale ou les cellules avoisinant la Iésion par I’intermédiaire de protéines adhésives. Du point
de vue mécanistique, ’adhésion des plaquettes a la matrice sous-endothéliale peut étre divisée en
trois étapes (figure 2.3) : la premicre étape consiste en la liaison des molécules de vWF libres en
circulation au collagéne présent a la surface sous-endothéliale. La seconde étape se distingue par
I’interaction des plaquettes en circulation, via leur GPIb/IX/V avec les molécules de vWF

immobilisées. Malgré la grande rapidité de cette interaction, la liaison entre la GPIb/IX/V et le vVWF
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demeure de faible affinité de sorte que les plaquettes conservent toujours une certaine mobilité sur
la surface riche en collagene. Toutefois, les plaquettes démontrent une vitesse grandement réduite.
La troisiéme et derniére étape de I’adhésion débute lors de ralentissement des plaquettes ce qui
favorise la liaison entre le collagéne matriciel et les molécules d’adhésion GPIa/lla, GPIV et GPVI.
Cet attachement provoque d’ailleurs I’activation des intégrines GPIa/Ila. Ceci leur confére une
affinité accrue envers le collagene de la matrice. Dés lors, une quantité supplémentaire de GPla/Ila
s’associe aux fibres de collagéne. Le tout occasionnant une immobilisation compléte des plaquettes

267. 321322 Une fois les interactions d’initiation engagées, la

sur la surface vasculaire endommagge.
GPIIb/IlIa acquiert sa conformation active, renforce 1’adhésion plaquettaire a la matrice et recrute
aussi d’autres plaquettes.’’® Aussitét que les plaquettes adhérent fermement a la surface
endommagée, elles changent rapidement de forme et s’étalent sur la Iésion en émettant des
extensions membranaires (filopodes). Ce changement conformationnel et les filopodes formés
facilitent I’arrivée et le recrutement d’autres plaquettes qui s’accumulent aux sites de lésion et
forment un agrégat ou thrombus. En plus, des leucocytes seront aussi incorporés entre les
plaquettes; initiant et propageant la réaction inflammatoire (voir la section 2.4 sur 1’agrégation
plaquettaire). Ce processus est modulé par les glycoprotéines plaquettaires, par la nature de la
surface exposée, par les facteurs hémodynamiques locaux et par une variété de facteurs

vasoactifs.*” La figure 2.3 schématise les étapes de ’adhésion plaquettaire 4 la matrice sous-

endothéliale.
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Figure 2.3 : Représentation schématique de 1’adhésion des plaquettes a la matrice sous-endothéliale. Dans les
conditions physiologiques normales, I’endothélium sécréte des substances qui refoulent les plaquettes circulantes et
empéchent leur adhésion. Suite & un endommagement artériel, les plaquettent vont rouler sur la matrice sous-
endothéliale par I’entremise des sous-unités de la GPIb avec les molécules de vWF immobilisées tout en conservant
une certaine mobilité. L’étape finale de ce processus consiste en la liaison de la GPIb/Ila et la GPIIb/IlIa plaquettaires
aux fibres de collagéne et de fibrinogéne de la matrice entrainant une immobilisation compléte des plaquettes. Tiré de:
Conde Ian D. et al. Arterial Thrombosis for the Interventional Cardiologist: From Adhesion Molecules and Coagulation
factors to Clinical Therapeutics. Cathetheriszation and Cardiovascular Interventions.2003; 60:237. Légende: ADPase
(Adénosine DiPhosphatase), Collagen (Collagéne), Fibrinogen (Fibrinogene), firm adhesion (adhésion ferme), Flow
(Flux), NO (monoxyde d’azote), PGI, (prostacycline), Platelets (Plaquettes), Rolling (Roulement), Subendothelial
matrix (Matrice Sous-endothéliale).

2.3.3 Activation plaquettaire

L’adhésion des plaquettes sur la matrice sous-endothéliale engendre 1’enclenchement d’une
seconde réponse cellulaire menant a I’activation cellulaire, phénoméne pergu par microscopie
électronique sous forme d’un étalement ou d’un étirement plaquettaire. *>* **> Avant d’étre
sollicitées pour exercer leurs fonctions hémostatiques, les plaquettes circulent dans le sang sous
forme discoidale. Au cours de leur activation, elles acquicrent une forme plus globulaire et forment

des filopodes (figure 2.4). Ces changements structuraux mettent a grande contribution le

cytosquelette plaquettaire riche en actine.
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Figure 2.4 : Images par microscopie électronique a balayage d’une plaquette au repos (1) et activée (2). Tiré de: P.
Zilla, R. Fasol, A. Hammerle, S. Yildiz, M. Kadletz, Giinther Laufer, Gregor Wollenek, R. Seitelberger, M. Deutsch,
Scanning electron microscopy of circulating platelets reveals new aspects of platelet alteration during cardiopulmonary
bypass operations, Tex. Heart Inst. J., 1987, 14;13-21.

Que ce soit par une altération au niveau des forces de cisaillement, par un
endommagement/dysfonction endothélial ou par la présence d’agonistes, ’activation plaquettaire
déclenche la triade de réponses suivantes : changement de forme, sécrétion et agrégation.’'® Ces
différentes conséquences de I’activation plaquettaire dépendent d’une série de signaux
intracellulaires qui interpretent les stimuli extracellulaires détectés par une panoplie de récepteurs

membranaires.??” 326

L’intégration des différents signaux pergus par les récepteurs membranaires se
traduit par la génération de seconds messagers. L’une des voies générales consiste en une hydrolyse
enzymatique des phospholipides membranaires par la phospholipase C (PLC) en inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG) (figure 2.5). A I’opposé, I’activation plaquettaire peut
étre entravée par d’autres voies de signalisation comme celles issues de 1’¢lévation de la
concentration intracellulaire en adénosine monophosphate cyclique (AMPc) ou en guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) par I’action de 1’adénylate cyclase et de la guanylate cyclase,
respectivement.”® ** Ces deux voies métaboliques (inhibitrices ou activatrices) dépendent de
I’activation des récepteurs membranaires généralement couplés a des protéines G effectrices.’”’ Les
seconds messagers formés par des réactions intracellulaires poursuivent le cheminement menant a
I’activation compléte des plaquettes. L’IPs, issu de 1’action de la PLC sur les phospholipides
membranaires, entraine une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca®’, ce qui a pour

effet d’activer des enzymes a dépendance calcique. Le DAG favorise I’activation de la Protéine

Kinase C (PKC), ’AMPc celle de la protéine kinase dépendante de I’AMPc (PKA) et le GMPc
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celle de la protéine kinase dépendante du GMPc (PKG). De plus, les plaquettes peuvent synthétiser
des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique (AA) suite a I’action de la phospholipase A,
sur les phospholipides membranaires. L’AA est transformé en prostaglandines endoperoxydes
(PGG; et PH;) sous I’action de la cyclooxygénase. Les prostaglandines sont transformées en
thromboxane A, (TXA;) sous I’action de la thromboxane synthétase. La TXA, est un puissant
vasoconstricteur et stimulateur des plaquettes ; il inhibe ’activité de 1’adénylate cyclase ce qui
entraine une chute du taux d’AMPc plaquettaire, 1’augmentation du calcium et par conséquence

I’activation plaquettaire.**®

[ ] '1 récepteur couplé . inositol phospholipide
a4 une protéine G phospholipase C membrane

activée \ diaty{glycéml plasmique

protéine

S0US-UNité a activée (P) kinase C
de la protéine G incsitol @

1.4,5-triphosphate  {_ ) :: Ca2+

P4}
G Canal de
Calcium ouvert

Systéme tubulaire dense

Cytosol

Figure 2.5 : Les voies de signalisation activées par la phospholipase C. Deux molécules messageres intracellulaires sont
produites quand un inositol phospholipide est hydrolysé par la phospholipase C activée. L’inositol 1, 4,5 triphosphate
(IP5) diffuse dans le cytosol, et il libére le calcium (Ca®") du réticulum endoplasmique en se liant a des canaux Ca”" de
la membrane du réticulum endoplasmique, et en les ouvrant. L’important gradient électrochimique de Ca*" force celui-
ci & affluer dans le cytosol. Le diacylglycérol reste dans la membrane plasmique et, ensemble avec le Ca*', stimule
I’activation de la protéine kinase C, enzyme a la face cytosolique de la membrane plasmique recrutée dans le cytosol.
Adapté d’Alberts, Bray, Johnson et al. L’essentiel de la biologie cellulaire. Médecine-Sciences Flammarion. Paris;
1999 : 500-501.
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2.3.4 Sécrétion plaquettaire

Les plaquettes sont des cellules sécrétrices spécialisées qui déversent le contenu de leurs granules
cytoplasmiques suite a 1’activation cellulaire. Différents types de granules se retrouvent dans les
plaquettes : 1) les granules a sont les plus volumineux et les plus nombreux (environ 80 granules
a/plaquette); elles contiennent des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion et des protéines
de coagulation, 2) les granules denses qui sont dix fois moins nombreuses et contiennent des
molécules solubles et des cations divalents impliqués dans la potentialisation de 1’activation des
plaquettes et de leurs propriétés procoagulantes et 3) les lysosomes dans lesquels se trouvent des
enzymes permettant la dégradation de différentes protéines.’”>*

La sécrétion des différentes substances contenues dans les granules plaquettaires joue un
role clé dans I’hémostase normal ainsi que dans des processus pathologiques tel que I’occlusion
vasculaire thrombotique, 1’athérosclérose et le remodelage vasculaire. Ces substances sont
synthétisées dans les mégacaryocytes ou dans d’autres cellules et empaquetées dans les granules par
des processus de transport vésiculaire. La sécrétion plaquettaire ou I’exocytose est médiée par une
machinerie moléculaire homologue a celle utilisée par les cellules sécrétrices hautement
spécialisées comme les neurones mais chez les plaquettes cette machinerie moléculaire semble étre
couplée uniquement a ’activation cellulaire par des séquences de signalisation intracellulaire. Le
tableau 2.1 résume les constituants essentiels des différentes granules plaquettaires.

Les plaquettes peuvent étre activées par des agents physiologiques comme la thrombine,
I’adénosine diphosphate (ADP), le collagéne, la TXA,, I’épinéphrine et le facteur d’activation
plaquettaire (PAF). Ces agents interagissent avec des récepteurs membranaires spécifiques couplés
a une protéine G ou par d’autres mécanismes pour induire des cascades de signalisation

. . 331, 332
intracellulaire.”

Bien que plusieurs agonistes soient capables d’induire la sécrétion des
granules a et des granules denses, la sécrétion des lysosomes nécessitent des agonistes forts comme
la thrombine. Quand les cellules sont activées, 1I’IP3 et le DAG sont générés ce qui provoque un
relargage des ions Ca’" du systéme tubulaire dense et la concentration intracellulaire en calcium
augmente de ~100 nM jusqu’a 2-5 pM.***3%

Les plaquettes contiennent plusieurs isoformes de la PKC (a, Br, B, 6, {, n, 0) qui peuvent
étre activés par le DAG et/ou le Ca®". Une fois activées, les PKC peuvent ensuite phosphoryler un
ensemble de protéines intracellulaires impliquées dans le transport et la sécrétion des granules

336-339

plaquettaires. La translocation de la P-sélectine serait sous la dépendance de différents
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isoformes de la protéine kinase C (PKCa, €, 1 et {) et d’un phosphoinositide (P;j(4,5)P,), mais ne
nécessite pas 1’activité de la Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et ne serait pas dépendante de la
capacité des filaments d’actine a se polymériser.>**** Au contraire, le cytosquelette plaquettaire
semble exercer une certaine contrainte au niveau de la fusion des granules.’*® Les mécanismes
plaquettaires menant a la sécrétion des granules et par le fait méme a la translocation de la P-
sélectine sont complexes et encore incompris. Une multitude de protéines doivent interagir entre
elles et ce de fagon concertée et contrélée par plusieurs enzymes et seconds messagers. L’¢étude plus
approfondie des voies impliquées dans le processus de sécrétion permettra certes de mieux

comprendre la biologie cellulaire des plaquettes.

2.4 Agrégation plaquettaire, thrombose et coagulation
L’agrégation plaquettaire est une réaction physiologique trés complexe qui permet aux plaquettes
de s’agglutiner et d’interagir biochimiquement afin de résister aux forces de cisaillement et de
maintenir I’hémostase vasculaire par la formation d’un agrégat plaquettaire ou thrombus aux sites
de lésion vasculaire. La thrombose artérielle est la complication majeure qui peut se développer
dans les syndromes coronariens aigus qui englobent, entre autres, I’angine instable et I’infarctus du
myocarde et dont la composante essentielle est I’agrégation plaquettaire. Il est important de noter
que la composition d’un thrombus sur une surface artérielle différe de celle sur une surface
veineuse. En effet, le thrombus retrouvé sur une surface artérielle est composé de plaquettes et de
petites quantités de leucocytes (thrombus blanc) tandis que celui retrouvé sur une surface veineuse
comprend des érythrocytes et de petites quantités de plaquettes (thrombus rouge).**” L’adhésion des
plaquettes sur une surface artérielle thrombogénique induit une signalisation et une activation des
plaquettes. Ensuite, la réponse hémostatique s’engagera dans une nouvelle direction, a savoir
I’amplification de la réponse par le recrutement d’autres plaquettes pouvant s’associer a celles de la
monocouche, déclenchant ainsi I’agrégation plaquettaire. L’exocytose du contenu granulaire des
plaquettes ayant adhérées a la matrice joue un role clé a ce niveau en favorisant la sécrétion de
divers agonistes tel que I’ADP, la sérotonine, la TXA, et le Ca®" qui potentialisent la réponse
plaquettaire.

Le point tournant de 1’agrégation plaquettaire est le changement conformationnel de la
GPIIb/IIIa induit par I’activation cellulaire, la rendant ainsi apte a lier le fibrinogéne soluble. De

plus, I’enclenchement du processus de coagulation, que ce soit par la voie intrinséque ou
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extrinseéque, engendre la conversion de la prothrombine en thrombine, enzyme reconnue comme

étant I’un des agonistes les plus puissants quant au recrutement et a I’agrégation plaquettaire.’*® L

e
fibrinogéne li¢ par une GPIIb/IIla a la surface d’une plaquette activée sera aussi li¢ par une autre
GPIIb/Illa sur une autre plaquette activée, formant ainsi un pont de fibrinogéne entre deux
plaquettes. Ce lien formé entre deux plaquettes par I’intermédiaire du fibrinogéne et de la
GPIIb/Illa constitue 1’étape finale de 1’agrégation plaquettaire régie par des mécanismes

intracellulaires dépendants de I’agoniste utilis¢.**”**

2.4.1 Mécanismes moléculaires de I’agrégation plaquettaire

Comme il a été décrit précédemment, les voies intracellulaires aboutissant a 1’activation de la
GPIIb/IIIa et & sa capacité d’interagir avec le fibrinogéne et le vVWF solubles ** sont qualifiées de
signalisation "inside-out". Cette signalisation semble impliquer des changements au niveau des
séquences cytoplasmiques des deux sous-unités de la GPIIb/IITa. En réponse a la thrombine, des
récepteurs couplés aux protéines G sont stimulés et permettent I’activation de la PKC qui influence
I’affinité de sites de liaisons extracellulaires en phosphorylant certains résidus sérines et thréonines
dans la sous-unité B.**° Les queues cytoplasmiques des deux sous-unités s’associent entre elles et
aussi avec d’autres protéines dont la présence influence grandement le maintien de 1’état
d’activation de la GPIIb/IIla. Faisant suite a la signalisation "inside-out", la GPIIb/IIla, une fois
active et en liant le fibrinogene, transmet une signalisation "outside-in". Ces signaux induits par la
GPIIb/IIIa jouent un role important dans la sécrétion, I’activité procoagulante, la réorganisation du
cytosquelette, la rétraction des caillots de fibrine et dans le processus d’agrégation irréversible.’*®

Un domaine de grand intérét est le développement d’antagonistes de la GPIIb/II1a a des fins
thérapeutiques et anti-thrombotiques.”*® Au nombre de substances/médicaments développés, nous
retrouvons un anticorps monoclonal murin bloquant la liaison du fibrinogéne a la GPIIb/IIla
(Abciximab), des peptides se basant sur la séquence RGDS comme I’Eptifibatide (Integrilin) et le
tirofiban (Aggrastat) qui sont reconnus par la GPIIb/IIla dans la séquence de son ligand.

Des études ont souligné I’importance de la P-sélectine dans le processus de I’agrégation
plaquettaire. En effet, ces études ont démontré que la P-sélectine permet d’augmenter la stabilité
des agrégats plaquettaires et par le fait méme mener a des agrégats plaquettaires plus importants
sous conditions de flot.>" *? Cette participation de la P-sélectine sous-entend la présence d’un

ligand pour cette dernicre a la surface des plaquettes, ligand qui pourrait étre le complexe GPIb-IX-
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V! ou encore le PSGL-1.*" Par ailleurs, la découverte des microparticules dérivées des plaquettes
apportera un nouveau contributeur dans le phénoméne de I’agrégation plaquettaire.’*™>® Ces
microparticules, ne mesurant guére plus de 0,1pm de diametre, sont des fragments de membranes
des plaquettes qui contiennent les récepteurs adhésifs GPIIb/Illa, GPIb/IX/V et P-sélectine. La
production locale de microparticules par les plaquettes lors de I’agrégation peut renforcer la

stabilité du thrombus formé.

2.4.2 Interaction plaquette-leucocyte

Alors qu’une monocouche de plaquettes activées recouvre la matrice sous-endothéliale au site de la
lésion vasculaire, les leucocytes circulants vont interagir avec cette nouvelle surface formée™’
(figure 2.6). Suite a leur activation, les plaquettes mobilisent leurs granules cytoplasmiques
contenant la P-sélectine qu’elles exposent a leur surface membranaire. Les leucocytes roulent sur la
monocouche des plaquettes adherées. Ce roulement est facilit¢ par la liaison de la P-sélectine
plaquettaire avec son contre-récepteur exprimé de facon constitutive a la surface des leucocytes : le
PSGL-1."" **® Toutefois, en plus de simplement médier I’interaction entre les leucocytes et les
plaquettes activées, la diade formée par la P-sélectine et le PSGL-1 est impliquée dans la
propagation de la réaction inflammatoire. La signalisation induite par la ligation du PSGL-1 induit
la synthése et la sécrétion d’un nombre important de médiateurs inflammatoires regroupant des
cytokines,”™ > des chémokines,”' et d’anions superoxydes.*®* Notons aussi que la liaison entre la
P-sélectine et le PSGL-1 peut induire 1’expression du TF.*%*3%

Aprés le roulement, les leucocytes ralentissent et adheérent fermement a la surface des
plaquettes par différents mécanismes. Le premier mécanisme proposé est la formation de ponts de
fibrinogeéne entre 1’intégrine MAC-I (CD11b/CD18), exprimée de fagon prédominante sur les
monocytes et les neutrophiles, et la GPIIb/IIla sur la surface des plaquettes. Le second mécanisme
par lequel les leucocytes peuvent s’immobiliser sur la monocouche des plaquettes est celui de
I’interaction entre le MAC-I et la GPIb/IX/V.>>" Suite a I’adhésion ferme, les leucocytes
transmigrent a travers la monocouche plaquettaire vers les tissus avoisinant le vaisseau et
coordonnent la réponse hémostatique et inflammatoire.*®

Les interactions entre les plaquettes et les leucocytes sont au centre de plusieurs maladies
cardiovasculaires comme 1’infarctus du myocarde, 1’athérosclérose, la resténose ainsi que le

diabéte. Cette interaction cellulaire influence ’activité biochimique des plaquettes et des leucocytes
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et, en créant un espace privilégi¢ entre les cellules, favorise les échanges métaboliques, augmente la

réponse plaquettaire lors de D’agrégation®® et initie et propage la réaction thrombo-

inflammatoire. %% 3¢

Firm Adhesion Extravasation

Activated Platelets

Platelet Platelet

Figure 2.6 : Représentation schématique de I’interaction des leucocytes avec les plaquettes activées au site de la 1ésion
vasculaire. Les leucocytes roulent sur la monocouche des plaquettes adherées via une interaction entre le PSGL-1 et la
P-sélectine plaquettaire puis adhérent fermement sur la monocouche plaquettaire par une interaction mettant en jeu
I’intégrine MAC-I et la GPIIb/Illa et/ou le GPIb/IX/V plaquettaires. Cette étape est suivie par une transmigration a
travers la monocouche plaquettaire vers les tissus avoisinants. Tiré¢ de: Conde Ian D. et al. Arterial Thrombosis for the
Interventional Cardiologist: From Adhesion Molecules and Coagulation factors to Clinical Therapeutics.
Cathetheriszation and Cardiovascular Interventions.2003 60:238. Légende: Activated Platelets (Plaquettes Activées),
Fibrinogen (Fibrinogene), Firm Adhesion (Adhésion Ferme), Flow (Flux), Neutrophil (Neutrophile), Platelet
(Plaquette), P-selectin (P-sélectine), PSGL-1(Ligand-1 Glycoprotéique de la P-Sélectine), Rolling (Roulement).

2.4.3 La cascade de coagulation

La coagulation sanguine est un processus complexe qui aboutit a la formation de caillots sanguins.
C’est une partie importante de 1’hémostase ou la paroi endommagée d’un vaisseau sanguin est
couverte d’un caillot de fibrine pour arréter I’hémorragie. La coagulation comporte une cascade de

réactions enzymatiques impliquant les facteurs de la coagulation dont plusieurs sont des protéases
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comportant une sérine au niveau du site actif et soumises a des activations et a des inhibitions.
L'étape finale est la transformation du fibrinogéne soluble en filaments insolubles de fibrine qui
renforcent le thrombus plaquettaire local et encerclent dans leurs mailles les cellules circulantes.

La fibrine est une protéine fibreuse présente dans le plasma sous une forme inactive, le
fibrinogene, et sa transformation en fibrine est I’ceuvre d’une enzyme la thrombine, qui dérive elle-
méme de la prothrombine. La prothrombine, le précurseur inactif de la thrombine, est une globuline
fabriquée dans le foie sous I’action de la vitamine K. Elle est libérée dans le sang et s’y trouve
normalement. On distingue deux voies susceptibles de libérer rapidement de petites quantités de la
thrombine, accélérant ainsi le processus de coagulation : la voie intrinséque (ou la voie d’activation
par contact) et la voie extrinséque. Cependant, ces deux voies sont interdépendantes et la
description qui suit n’expose que quelques étapes de la cascade de coagulation.

La voie intrinséque consiste en une cascade de réactions impliquant plusieurs facteurs de
coagulation. Au moment ou se produit la 1ésion vasculaire, le facteur Hageman (XII) inactif est
activé, probablement par le contact entre le sang et le collagéne des parois. Le facteur XII actif va
activer le facteur XI et la série de réactions est ensuite déclenchée. A 1’autre bout de la chaine des
réactions, en présence des phospholipides plaquettaires et le calcium, le facteur X activé catalyse la
transformation de la prothrombine en thrombine.

Dans la voie extrinséque, la cascade de coagulation est initiée par 1’association entre le TF et
le facteur VII activé (FVIla). Le TF est une protéine membranaire présente sur la surface d’une
variété de cellules extravasculaires qui normalement ne sont pas en contact avec le flot sanguin,
comme les cellules musculaires lisses et les macrophages tissulaires. Par ailleurs, le TF peut étre

361, 368

exprimé par certaines populations leucocytaires, principalement les monocytes activés et les

(1 . 368,369
cellules endothéliales activées.” ™

Un autre mécanisme par lequel le TF peut étre incorporé dans
le thrombus en développement repose sur les microparticules chargées du TF. Ces microparticules
circulent dans le sang et expriment sur leurs surfaces le TF et plusieurs molécules d’adhésion
présentes sur les monocytes et les neutrophiles, telles que le PSGL-1 et le MAC-L*""*"! Dans ce
modele, les microparticules adhérent sur les plaquettes activées via une interaction P-
sélectine/PSGL-1, amenant le TF a proximité des autres facteurs de coagulation présents sur la
surface des plaquettes activées.’’> *”> Le complexe TF-FVIIa assure la conversion du Facteur X

(FX) inactif en FX actif. De plus d’activer le FX, le complexe TF-FVIIa établit un lien fondamental

entre la voie extrinséque et la voie intrinseéque en activant le Facteur IX (FIX), composant important

60



de la voie intrinséque.”’* En aval de la cascade, les deux voies se fusionnent au niveau de la
conversion de la prothrombine en thrombine. Les quantités de thrombine générées au début des
phases initiales de la coagulation sont relativement petites et n’influencent probablement pas
beaucoup la conversion du fibrinogéne en fibrine. Or, ces quantités sont suffisantes pour activer les
plaquettes présentes et les autres facteurs de coagulations (V, VIII et XI), amplifiant la génération

de thrombine et propageant la réaction thrombotique.*’*"°

2.4.4 Propagation de la réaction thrombotique

En fonction de I’amplitude du stimulus procoagulant et de I’activité du TF, des quantités suffisantes
des facteurs [Xa, Xa, et de thrombine peuvent étre générées pour que la coagulation se poursuive.
La propagation de la réponse thrombotique se déroule une fois que la réaction est transférée a partir
de la surface des cellules porteuses du TF vers la surface des plaquettes.’”’ Par conséquent, des
quantités massives de thrombine sont générées a la surface des plaquettes, induisant une nouvelle
vague d’activation des plaquettes qui a leur tour, vont relarguer des quantités supplémentaires de
thrombine et de facteurs de coagulation contenus dans leurs granules de sécrétion. De surplus, la
thrombine va amplifier sa propre synthése en activant les facteurs de coagulation FVIII et FV.*"

La génération de thrombine représente 1’étape culminante de I’entiére cascade de
coagulation et peut étre considerée comme la molécule centrale dans la réaction thrombotique. En
plus de son rdle dans 1’activation des plaquettes et de multiples enzymes et facteurs impliqués dans
sa propore génération, un des roles les plus importants de la thrombine est de cliver le fibrinogeéne
soluble en fibrine insoluble. De plus, la thrombine transforme le Facteur XIII inactif en Facteur XIII
actif qui lie ensemble les meches de fibrine et confére au caillot une stabilité structurelle et une
résistance fibrinolytique. La thrombine s’engage aussi dans plusieurs autres fonctions, comme la
vasoconstriction, I’activation de 1’endothélium, la prolifération des fibroblastes et d’autres cellules,
et induit le chimiotactisme des monocytes. D’autre part, la thrombine peut jouer un rdle
anticoagulant en se liant & une protéine de cellules endothéliales soit la thrombomoduline, activant

. . . , . 378
ainsi la voie anticoagulante de la protéine C.

2.4.5 La fin de la formation du thrombus
Plusieurs mécanismes interviennent dans le systéme de coagulation pour mettre fin a la génération

perpetuelle de thrombine. Alors que ces mécanismes ne modifient pas de fagon directe ou n’alterent
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pas I’incorporation des plaquettes ou des leucocytes dans le thrombus, ils agissent en altérant la
machinerie qui stimule la génération de thrombine, affectant indirectement le recrutement des
plaquettes dans le thrombus. Ces mécanismes régulateurs dépendent de 1’action des substances
plasmatiques anticoagulantes ou modulatrices de la cascade de coagulation. De tels substances
incluent Danti-thrombine ("Anti-Thrombin", AT),>”® le cofacteur II de I’héparine ("Heparin
Cofactor I1"),*” I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire ("Tissue Factor Pathway Inhibitor",
TFPI)** et la protéine C activée ("Activated Protein C", APC).*® Toutes ces substances sont des
facteurs inhibiteurs d’une ou de plusieurs sérines protéinases du systéme de coagulation a
I’exception de la TFPI qui est un inhibiteur spécifique de la tenase extrinséque (enzyme
modulatrice de la voie extrinseque). D’autre part, ’augmentation de la masse de fibrine déposée
pendant la croissance du caillot constitue une barriere mécanique qui s’oppose a I’incorporation des
plaquettes et des leucocytes circulants dans le thrombus. De plus, I’endothélium intact adjacent a la
1ésion, exprime de fagon permanente plusieurs facteurs inhibiteurs des plaquettes tels que la PGI,,
le NO et I’ADPase qui limitent la propagation du thrombus aux sites de la 1ésion vasculaire.

La fin de la formation du thrombus est régulée par un mécanisme multifactoriel incluant les
facteurs anti-thrombotiques sécrétées par [’endothélium, les anticoagulants plasmatiques et,

vraisemblablement, par la nature et la structure du thrombus lui-méme.
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Chapitre 3
Interaction EPC — Plaquette
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3.1 Implication des plaquettes dans la biologie des EPCs

En plus de leur implication profonde dans les processus de I’hémostase et de la thrombogenése, les
plaquettes jouent un rdle éminent dans la biologie des EPCs. En fait, les plaquettes fournissent le
signal critique qui assure la migration et le recrutement des EPCs dans les tissus ischémiques et
109-111, 122

1ésés. Plus spécifiquement, les interactions des EPCs avec les plaquettes accroissent leurs

propriétés fonctionnelles et induisent leur recrutement et leur différentiation en cellules
endothéliales matures aux sites de 1ésions vasculaires,'%% 19111 122

L’importance de I’interaction des EPC-plaquette a été décrite depuis longtemps. En 1995,
Dercksen et son équipe ont indiqué que les plaquettes pouvaient interagir avec les cellules CD34"
issues de la moelle osseuse et du sang humain et que cette interaction ait lieu principalement via la
P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 des cellules CD34".**? Quelques années plus tard, Frenette et
coll. ont suggéré que les souris déficientes en E- et P-sélectine démontraient une hématopoiese
altérée et que ces deux sélectines étaient essentielles pour la domiciliation des cellules souches

’ e 4
hématopoiétiques dans la moelle osseuse.”™ **

Une autre étude réalisée par Greenberg et coll. a
démontré que les cellules hématopoiétiques et progénitrices pouvaient rouler sur les L-, E- et P-
sélectine indiquant la présence des récepteurs pour les sélectines sur la surface de ces cellules.
Dr’ailleurs, les auteurs ont conclu que ce roulement était plus efficace quand les cellules étaient
moins différenciées.”® Par aprés, une étude a prouvé que les HSCs humaines et murines peuvent se
lier aux plaquettes tout en exprimant sur leurs surfaces des microparticules dérivant des
plaquettes.”™ Ces microparticules augmentaient I’adhésion des HSCs humaines a 1’endothélium et
favorisaient, de fagon significative, le greffement des HSCs murines apres leur transplantation dans
des souris irradiées. De plus, les auteurs ont aussi démontré que les EPCs dérivées du sang
périphérique liaient les plaquettes activées et exprimaient sur leurs surfaces des récepteurs pour les
plaquettes, soient le PSGL-1 et le MAC-I. Dans une étude récente utilisant des EPCs
embryonnaires de souris, Langer et coll. ont démontré que les plaquettes stimulaient le
chimiotactisme et la migration des EPCs et étaient capables de lier ces derniéres en statique et sous
conditions de flot.'” De plus, le roulement des EPCs sur une monocouche de plaquettes
immobilisées sous conditions de flot était complétement inhibé en présence des anticorps bloquants
monoclonaux dirigés contre la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 des EPCs, mais non pas contre
la B;-intégrine VLA-4. Cependant, I’adhésion ferme des EPCs murines sur des plaquettes humaines

immobilisées dans des conditions de flot était complétement inhibée en utilisant des anticorps
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monoclonaux dirigés contre la P-sélectine, le PSGL-1 et la B;-intégrine VLA-4. En outre,
I’incubation des EPCs avec les plaquettes induisait leur différentiation en cellules endothéliales
matures.'” Des résultats similaires ont été obtenus par une étude in vitro, réalisée par Lev et coll.
sous des conditions statiques et de flots dynamiques.'® Les auteurs ont noté que les EPCs isolées a
partir du sang humain périphérique formaient des agrégats hétérotypiques avec les plaquettes non-
activées et que ces agrégats étaient amplifiés quand les plaquettes sont activées par le collagéne,
I’ADP, ou le peptide activant les récepteurs de la thrombine ("Thrombin Receptor-Activating
Peptide", TRAP). L’interaction EPC-plaquette a ¢été inhibée par 1’utilisation des anticorps
monoclonaux bloquants dirigés contre la P-sélectine et le PSGL-1, mais non pas en utilisant des
anticorps anti-GPIIb/Illa ou anti-GPIb/IX/V. Par ailleurs, quand les EPCs étaient perfusées sur une
surface de plaquettes activées, elles adhéraient rapidement ou elles roulaient pour une courte
distance avant d’adhérer. De plus, les plaquettes favorisaient la formation des colonies d’EPCs

’ 1
adhérentes en culture.'®

3.2  Raéle de ’interaction EPC - plaquette dans la réparation vasculaire
Les études récentes se sont concentrées sur le role des plaquettes dans le recrutement,
I’accumulation et la différentiation des EPCs aux sites de 1ésions vasculaires. Dans un modele de
Iésion vasculaire ex-vivo, de Boer et coll. ont démontré que 1’agrégat plaquettaire facilite le
roulement et 1’adhésion des cellules CD34" sur le thrombus formé via I’interaction P-
sélectine/PSGL-1 et que la fibrine et les plaquettes activées coopérent pour guider les cellules
souches aux sites de lésions vasculaires et favorisent leur différentiation en un phénotype
endothélial.''’ L’élucidation des mécanismes cellulaires et moléculaires régissant 1’interaction
EPC-plaquette a été apportée par des études récentes effectuées in vitro et in vivo qui ont démontré
que les plaquettes fournissent le signal nécessaire pour recruter les EPCs aux sites de 1ésions
vasculaires. Ce signal met en jeu un systéme complexe qui implique la P-sélectine et la GPIIb/I1Ia
sur les plaquettes, le PSGL-1 et le récepteur CXCR4 sur les EPCs, et le SDF-1a secrété par les
plaquettes activées et les cellules musculaires lisses.'” **” ¥ Ces éléments fonctionnent de fagon
concertée pour promouvoir le recrutement et ’accumulation des cellules progénitrices aux sites de
rupture endothéliale.

De point de vue mécanistique, I’adhésion des EPCs aux structures de la matrice sous-

endothéliale est initiée par ’interaction des plaquettes avec les composantes de la paroi des
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vaisseaux ou les cellules de la monocouche avoisinant la Iésion par I'intermédiaire de leurs
protéines adhésives. L’adhésion primaire des plaquettes facilite I’arrivée et le recrutement d’autres
plaquettes qui s’accumulent aux sites de la 1ésion et initient la formation d’un thrombus primaire au
site focal de la Iésion. De méme, les plaquettes adhérentes vont recruter les EPCs circulantes et les
leucocytes qui seront incorporés entre les plaquettes; soutenant et propageant la réponse
plaquettaire. Par souci de simplification et puisque I’interaction leucocyte-plaquette a été envisagée
en détail dans le chapitre précédent, je me limiterai dans ce paragraphe a la description de
I’interaction EPC-plaquette aux sites de lésion vasculaire.

Dans un premier temps, les EPCs circulantes roulent et s’arrétent sur le mince film de
plaquettes adhérées sur la matrice sous-endothéliale. Ce roulement des EPCs sur les plaquettes est
similaire au roulement des leucocytes sur les plaquettes adhérées sur la matrice sous-endothéliale,
mettant en jeu la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 des EPCs. Apres le roulement, les EPCs
ralentissent et adhérent fermement a la surface des plaquettes par un mécanisme dépendant des
intégrines. Or, ce processus est beaucoup plus complexe pour étre décrit d’une telle simple facon.
En effet, ce processus est conditionné et controlé d’une part par I’interaction des EPCs avec les
plaquettes et les cellules endothéliales, et d’autre part par le microenvironnement chimiotactique et
activateur sécrété par les cellules sanguines, les cellules vasculaires et les cellules musculaires
lisses. L’étape finale de ce processus est la différentiation des EPCs liées en un phénotype
endothélial mature. Ceci aura ’avantage d’accélérer le processus de réparation vasculaire et de
limiter la formation d’un thrombus occlusif. La figure 3.1 schématise les principales étapes

résumant le recrutement des EPCs au site de la 1ésion vasculaire.
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Figure 3.1 : Rdle des plaquettes dans le recrutement des EPCs au site de la 1ésion vasculaire. Suite a I’endommagement
endothélial, les plaquettes ralentissent sur 1’endothélium activé et adhérent aux structures de la matrice sous-
endothéliale. Les EPCs circulantes roulent sur la monocouche des plaquettes activées via la liaison de la P-sélectine
plaquettaire avec le PSGL-1 des EPCs. Le roulement des EPCs est suivie par I’immobilisation compléte et I’adhésion
ferme médiées par les intégrines sur la surface des EPCs et des récepteurs, encore indéterminés sur la surface des
plaquettes. L’étape finale de ce processus est la différentiation des EPCs liées en un phénotype endothélial mature.

3.3  Mécanismes de recrutement des EPCs dans la paroi vasculaire

L’expression de la P-sélectine a la surface des plaquettes est impliquée dans 1’accumulation des
leucocytes matures, incluant les monocytes, les neutrophiles et les lymphocytes.**” **° De méme, la
P-sélectine plaquettaire joue un role central dans le recrutement des EPCs aux sites de lésions
vasculaires. Le blocage ou la délétion de la P-sélectine ou de son ligand de haute affinité, le PSGL-
1, atténuait significativement 1’accumulation des EPCs a la surface des plaquettes adhérées ou

106,108 ot 11 vivo.'? Aussi, I’accumulation des EPCs au niveau de la lésion

09

agrégees in vitro
vasculaire a été significativement réduite chez des souris déficientes en P-sélectine.'

Bien que la P-sélectine soit responsable du ralentissement et du roulement des EPCs sur la
monocouche plaquettaire, 1’adhésion ferme subséquente des EPCs est régulée par les chémokines.

En particulier, la chémokine SDF-la, qui joue un rdle critique dans la mobilisation et le
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recrutement des EPCs a partir de la moelle osseuse,”’ est requise pour I’adhésion ferme des EPCs

.. ... 391
sous conditions de flot in vitro.

Récemment, le SDF-1a a été impliqué dans plusieurs processus
physiopathologiques tel que I’hématopoiése, 1’angiogenése, la réparation vasculaire,
I’athérosclérose, la métastase, le remodelage vasculaire et I’hyperplasie intimale en induisant le
recrutement des EPCs dans la paroi vasculaire.''” *** 3 Dans le passé, les cellules musculaires
lisses ont été considérées comme la source majeure de SDF-la sécrété dans les lésions
athérosclérotiques®™ et aprés la Iésion vasculaire.”> *° Aujourd’hui, d’autres sources importantes
de SDF-la sécrété aux sites de lésions vasculaires ont été identifiées. A coté des cellules
musculaires lisses, les plaquettes et leurs précurseurs, les mégacaryocytes sécrétent abondamment
du SDF-1la. Quand les plaquettes sont activées, elles sécretent le SDF-1a emmagasiné dans leurs
granules internes qui stimule la migration d’EPCs in vitro.'” Ainsi, en plus de SDF-1a exprimé par
les cellules musculaires lisses, le recrutement des plaquettes durant la thrombose artérielle est
associé avec une augmentation considérable et rapide de la concentration du SDF-1a présent dans
le microenvironnement des sites de lésions vasculaires.'®

Le SDF-1a largué par les plaquettes et les cellules musculaires lisses semble agir d’une
maniere séquentielle393 (figure 3.2). En effet, dans les 30 minutes apres la lésion vasculaire, le
thrombus plaquettaire représente la source majeure du SDF-la aux sites de 1ésions vasculaires,
tandis que quatre heures apres la 1ésion vasculaire, les cellules musculaires lisses entrent en action

et participent a la sécrétion du SDF-1q.'%3%

L’inhibition de SDF-1a atténue de facon significative
I’adhésion des EPCs au thrombus en croissance dans une période de 5 a 30 minutes aprés la
lésion.'” Alors, il s’avére parfaitement logique de présumer qu’initialement, les plaquettes
constituent la source de courte durée de SDF-1a qui dirige les EPCs aux sites d’endommagement
vasculaire. Par contre, les cellules musculaires lisses semblent étre la source de longue durée du
SDF-1a qui s’établit dans les jours et les semaines qui suivent la 1ésion vasculaire pour assurer le
déroulement du processus de remodelage et de la réparation vasculaire .>* %

De plus de son role dans la formation du thrombus artériel, I’agrégation plaquettaire
dépendante de I’intégrine GPIIb/IIla joue un réle fondamental dans le recrutement des EPCs aux
sites de lésions vasculaires. La GPIIb/Illa peut favoriser 1’adhésion des EPCs au thrombus
néoformé en établissant un lien direct entre les plaquettes et les EPCs par la formation d’un pont
adhésif qui ressemble a celui qui s’établit dans I’interaction entre les plaquettes activées et les

320

cellules endothéliales.”™ En outre, I’agrégation plaquettaire dépendante de la GPIIb/Illa peut
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participer de fagon indirecte dans le processus d’interaction EPC-plaquette en formant une maille
dans laquelle les EPCs seront piégées. Par ailleurs, I’engagement de la GPIIb/Illa durant
I’agrégation plaquettaire peut stimuler le largage du SDF-la par les plaquettes.”” Ainsi, les
différentes voies dépendantes de la GPIIb/IIla semblent agir de fagon séquentielle pour promouvoir

le recrutement des EPCs aux sites de 1ésion vasculaires.

GPTIb-ITTa non-act. PseL : ™~ bone murr'pw-derived
w— resting platelet \ / progenitor cell
S0OF-1a
6PV GPIbo-IX

SDF-l1a SDF-l1a
b Fa

\

act. platelets
Grzrb-rinu endothelial cell

g Penactk . 5. o P-selectin }

e

hrs - days

time after vessel injury

Figure 3.2 : Mécanismes d’interaction des EPCs avec les plaquettes au site de la Iésion vasculaire. Quelques minutes
apres la Iésion vasculaire, une monocouche de plaquettes adhérentes est formée sur la matrice sous-endothéliale par un
processus impliquant la GPVI et le GPIba. Les plaquettes adhérentes s’activent, expriment la P-sélectine, et sécrétent le
SDF-1a apres I’engagement de I’intégrine GPIIb/II1a, initiant le recrutement des EPCs. Dans les heures et les jours qui
suivent la lésion vasculaire, les cellules musculaires lisses prennent la reléve et deviennent la source principale du SDF-
la. Ainsi, le SDF-1a sécrété en premier temps par les plaquettes et ensuite par les cellules musculaires lisses agit de
fagon concertée pour induire le recrutement des EPCs aux sites d’endommagement artériel. Tiré de Massberg et al.
Platelets secrete stromal cell-derived factor 1a and recruit bone marrow-derived progenitor cells to arterial thrombi in
vivo. JEM; 203:1229. Légende: act. (activée), act. platelets (plaquettes activées), apoptotic SMC (Cellules Musculaires
Lisses apoptotiques), bone marrow-derived progenitor cells (cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse),
collagen (collagene), endothelial cells (cellules endothéliales), GPIIb-I1Ia non—act (GPIIb-IIla non-activée), hrs-days
(heures-jours), min. (minutes), non-act. (non-activé), SDF-la (Facteur 1-a Dérivé de Cellules Stromales), SMC
(Cellule Musculaire Lisse), resting platelets (plaquettes au repos), time after vessel injury (temps apres la Iésion de
vaisseau), P-selectin (P-sélectine), PSGL-1 (Ligand-1 Glycoprotéique de la P-sélectine).
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En somme, les plaquettes sont profondément impliquées dans la biologie et Ie
fonctionnement des EPCs. L’interaction EPC—plaquette, médiée essentiellement par I’interaction P-
sélectine/PSGL-1, représente un mécanisme central dans le recrutement et la différentiation des
EPCs au niveau des sites de Iésions vasculaires et accorde aux plaquettes un role certain dans le

phénomene de I’endothélisation et la régénération tissulaire.

3.4  Mise en perspective

Dans les conditions normales, les EPCs circulent dans le flot sanguin dans un mode de
"surveillance" et établissent des contacts brefs et transitoires avec 1’endothélium vasculaire. Le
besoin d’un renouvellement ou d’une réparation tissulaire est communiqué aux EPCs circulantes
par les plaquettes adhérentes/agrégées. En effet, les plaquettes adhérentes constituent une sorte
d’échafaudage pour le roulement primaire et 1’adhésion ferme des EPCs sur une surface
thrombogene sous flot dynamique, in vitro, ou sur le thrombus en formation, in vivo. Le
recrutement des EPCs dépendant des plaquettes est essentiel pour la réparation vasculaire, la
cicatrisation locale et la régénération tissulaire aux sites de lésions vasculaires. Toutefois, ce
processus de réparation vasculaire devrait étre prompt et efficace pour contrecarrer les effets
indésirables émanant de la formation du thrombus plaquettaire apres la 1ésion vasculaire. Ainsi, la
mise en place d’un systéme de controle de la fonction plaquettaire et subséquemment de I’étendue
de la thrombogenése par les EPCs mémes, s’avére de trés grande importance lors de la réparation

vasculaire.
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Hypothese et objectifs

Les EPCs sont des précurseurs endothéliaux qui jouent un réle important dans la réparation
endothéliale et la vascularisation post-natale. Les EPCs ont été localisées dans le cordon ombilical,
dans la moelle osseuse, dans le sang périphérique et dans certains tissus régénérateurs. Les PBMCs
regroupent plusieurs populations de cellules qui possédent la capacité de se différencier, in vitro, en
EPCs. En particulier, les cellules CD14"/CD34 qui représentent la fraction la plus commune et la
plus abondante des cellules mononucléaires, constituent une source possible de précurseurs
endothéliaux.

En plus de leur role capital dans la formation du thrombus, il a été démontré que les
plaquettes jouent un réle important dans la biologie des EPCs. En effet, les plaquettes induisent le
chimiotactisme, le recrutement et la différentiation des EPCs aux sites de 1ésions vasculaires et
peuvent influencer leur fonctionnement pendant la réparation endothéliale. Par ailleurs, un grand
nombre de travaux a été consacré a 1’étude des effets des plaquettes sur la fonction des EPCs mais
jusqu’a présent, aucune étude ne s’est intéressée a I’effet des EPCs sur la fonction plaquettaire. Ceci
pourra avoir des conséquences majeures sur le déroulement de la réaction thrombotique lors de la
1ésion vasculaire.

Hypothése : Etant donné que les plaquettes influencent les fonctions des EPCs, nous avons donc
posé I’hypothése suivante, soit que réciproquement, les EPCs influencent la fonction plaquettaire.
Objectifs : Les objectifs spécifiques de ce projet étaient de :

1- Différencier et caractériser des EPCs a partir des PBMCs
2- Etudier I’interaction des EPCs avec les plaquettes et le role de la P-sélectine
3- Examiner I’effet des EPCs sur I’adhésion, 1’activation et I’agrégation plaquettaire
4- Définir le role des EPCs dans la thrombogené¢se
5- Elucider le mécanisme d’action des EPCs sur la fonction plaquettaire et la formation du
thrombus.

Résultats attendus : Ce projet a €té congu sous les prémisses que :

1- Les EPCs peuvent étre générées a partir des cellules mononucléaires du sang humain
péripérique

2- Les EPCs peuvent lier les plaquettes et influencer leurs fonctions

3- Les EPCs peuvent interférer avec la formation du thrombus aux sites de 1ésions vasculaires, in

Vivo.
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Mise en contexte pour le premier article :

Les cellules endothéilales progénitrices lient et inhibent la fonction plaquettaire et la

formation du thrombus

Les interactions des EPCs avec les plaquettes sanguines constituent une partie des réactions qui
lient I’hémostase a la réparation vasculaire. L’agrégation plaquettaire est une des réponses
primaires a la rupture de I’endothélium et constitute une étape primordiale pour I’incorporation des
EPCs au niveau du site de la 1ésion. Cependant, lorsque la réaction plaquettaire devient démesurée,
un thrombus occlusif peut s’installer dans la lumiére des artéres ou des veines et engendrer une
oblitération partielle ou totale du vaisseau.

Des ¢études ayant rapporté que le potentiel thérapeutique des EPCs est médié essentiellement
par une sécrétion paracrine de substances pro-angiogéniques et vaso-actives dans le
microenvironnement immédiat de la Iésion. En particulier, on note une sécrétion importante de
facteurs thrombo-résistants et vaso-relaxants. Cette sécrétion peut inhiber 1’agrégation plaquettaire
locale, limiter la thrombogenése, et accélérer le processus de réparation endothéliale. Dans ce
contexte, des études cliniques ont clairement démontré que 1’utilisation de stents capteurs d’EPCs
limitait ’initiation de la cascade d’événements aboutissant a la thrombose aigué, chronique ou
tardive de stents implantés dans la paroi artérielle. De plus, dans un modéle de thrombose des
veines profondes chez le rat, la transplantation d’EPCs semble altérer le microenvironnement de la
lésion ce qui se traduit par une recanalisation et un remodelage du thrombus. Cependant, 1’action
des EPCs sur la fonction plaquettaire et la formation du thrombus n’est pas encore bien ¢lucidée.
Ainsi, cette étude a été congue sous les prémisses que les EPCs sont capables d’influencer la

fonction des plaquettes in vitro et d’interférer avec la formation du thrombus in vivo.
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Abstract

Background— Interactions of endothelial progenitor cells (EPCs) with vascular and blood cells
contribute to vascular homeostasis. Although platelets promote the homing of EPCs to sites of
vascular injury and their differentiation into endothelial cells, the functional consequences of
such interactions on platelets remain unknown. Herein, we addressed the interactions between
EPCs and platelets, and their impact on platelet function and thrombus formation.

Methods and Results— Cultured on fibronectin in conditioned media, human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) differentiated, within 10 days of culture, into EPCs, which were
positive for Ulex-lectin and Ac-LDL, and expressed progenitor markers (CD34, VEGFR2, vWF,
and VE-Cadherin). These EPCs inhibited platelet CD62P translocation, GPIIb/Illa activation,
aggregation, and adhesion to collagen, mainly via prostacyclin (PGI,) secretion. Indeed, this was
associated with up-regulation of cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide (NO)
synthase. However, the effects on platelets were reversed by COX, but not by NO, inhibition.
Although EPCs bound platelets via CD62P, their predominant effects occurred via a paracrine
secretion, implying PGI,. Moreover, in a ferric chloride (FeCls)-induced murine arterial
thrombosis model, injection of EPCs led to their incorporation into sites of injury, and impaired
thrombus formation, leading to an incomplete occlusion with 50% residual flow.

Conclusions— PBMC-derived EPCs bind platelets via CD62P and inhibit platelet activation,
aggregation and adhesion to collagen, and thrombus formation, predominantly via up-regulation
of COX-2 and secretion of PGI,. These findings add new insights into the biology of EPCs and

define their potential roles in regulating platelet function and thrombosis.

Key Words: endothelial progenitor cells m platelets m thrombosis m prostaglandins m nitric oxide
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Introduction

Endothelial progenitor cells (EPCs) are believed to contribute to vascular biology and
hemostasis. Although EPCs have been localized in cord blood, bone marrow, and peripheral
blood as well as in some regenerative tissues, controversy regarding their isolation, identification
and functionality still exists. Indeed, the term "EPC" has been employed to describe different
populations of multipotent cells that have the capability to differentiate, depending on the
environmental cues, into mature endothelial cells (ECs). These cells are extremely rare in
peripheral blood, but their number can be markedly increased after treatment with mobilizing
cytokines or vascular trauma." > Nevertheless, cells with progenitor and endothelial phenotype
have been generated in vitro from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)*'! and have
shown potential therapeutic applications in vascular tissue engineering and cell-based therapy.*

1215 The population of circulating PBMCs that have the ability to differentiate into EPCs is very

diverse among which CD34/CD14" cells represent the most abundant and common fraction.” '

' The use of ex vivo-expanded EPCs in animal and clinical studies have shown beneficial effects

3:6.7.12. 20 55 well as in the prevention of hybrid

15, 22

in re-endothelialization and neovascularisation,

12,13, 21 Yet, the mechanisms that

graft thrombosis and rejection and late stent thrombosis.
regulate mobilization, migration, and differentiation of EPCs and their homing to sites of
vascular injury are complex and involve several mediators and receptors, such as P-Selectin-
Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1), o4 integrin, CXC chemokine receptor-2 and -4, and f;-and B,-

23-26

integrins. Furthermore, its has been shown that the interaction of platelets with EPCs

influences their chemotaxis, adhesion, activation and differentiation into mature ECs during
vascular repair.”2"°

Platelet activation and adhesion to damaged blood vessels represent the first step in
atherothrombosis.”’ At the sites of vascular injury, platelets roll and interact with various
components of the subendothelial matrix via a number of adhesive receptors expressed on the
platelet surface. This, in turn, induces signaling that leads to platelet aggregation through
GPIIb/IIIa (ouwPs integrin) activation and binding to ﬁbrinogen.32 Platelet activation is
accompanied by the translocation of P-selectin (CD62P), which contributes to the recruitment of

other blood leukocytes.” 1In this regard, CD62P has also been involved in the interaction of

platelets with EPCs.?* 2"+

77



Although platelets promote the homing of EPCs at the sites of vascular injury and favor
their differentiation into ECs, the functional consequences of such interactions on platelets
remain unknown. In fact, EPCs secrete many vasoactive and angiogenic factors that may
modulate vascular thrombosis and hemostasis. Accordingly, we hypothesized that they might
influence platelet function. We therefore designed the present study to determine the impact and
the mechanisms of action of EPCs on platelet function in vitro and in vivo. We found first that
human PBMC-derived EPCs bound platelets via CD62P and second that PBMC-derived EPCs
inhibited platelet activation, aggregation and adhesion to collagen, and thrombus formation in

vivo, predominantly via up-regulation of COX-2 and secretion of PGI,.

Methods

This study has been approved by the human and animal ethical committees of the Montreal
Heart Institute. All subjects were healthy men and women volunteers aged between 20 and 55
years old. They gave informed consent and were free from any drugs that interfere with platelet
function.

The authors had full access to and take full responsibility for the integrity of the data. All

authors have read and agree to the manuscript as written.

Culture and characterization of EPCs

Human PBMCs were isolated from peripheral blood by centrifugation on Ficoll density gradient
according to the manufacturer’s instructions (StemCell Technologies, Vancouver, BC).
Mononuclear cells were then seeded onto fibronectine-coated 35 mm diameter 6-well tissue
culture plates (BD Biosciences, Mississauga, ON) at a density of 5 x 10° cells/well, and
supplemented with EndoCult™ Liquid Medium (StemCell Technologies). After 48 hours, the
non-adherent cells were discarded by gentle washing with phosphate buffer saline (PBS), and
fresh media was applied. The adherent cells were continually cultured in a complete media that
was changed every 48 hours to allow formation of a well-circumscribed monolayer of spindle-
shaped cells, as previously described.* > '+’

Freshly isolated PBMCs and the differentiated cells after 10 days of culture were

examined by optical and confocal microscopy. Direct fluorescent staining was used to detect the

binding of FITC-Conjugated Ulex-lectin (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) and the uptake of Dil-

78



Acetylated Low Density Lipoprotein (Ac-LDL, Molecular probes, Eugene, OR) by laser confocal
microscopy. The cells were plated with fresh media onto Microwell Dishes (MatTek corporation,
Ashland, MA) coated with fibronectin (5 pg/cm®, Roche, Laval, Qc) for 1 hour at 37°C. Cells
were then incubated with Ac-LDL (2.5 pg/mL) and Ulex-lectin (10 ug/mL) for 1 hour at 37°C,
and fixed with 2% paraformaldehyde for 10 minutes. Cells positive for both Ulex-lectin and Ac-
LDL were classified as EPCs. Fluorescent confocal images (Z stacks) were acquired with a LSM
510 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). A 100x/1.3 Plan-Neofluar objective
(Zeiss) was used for magnification. Z stacks-images were deconvolved with the Huygens Pro 3.0
software (Scientific Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands), and the final images were

reconstructed with the LSM510 software.

Surface marker expression

The expression of specific pan-leukocyte, progenitor and endothelial surface markers on freshly
isolated PBMCs and EPCs were assessed by flow cytometry using saturating concentrations of
mouse anti-human PE-conjugated monoclonal antibodies (mAbs) against CD14 (AbD Serotec,
Raleigh, NC), CD34 (BD Biosciences), PSGL-1 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA), CD62P or P-
selectin (BD Biosciences), CD62L or L-selectin (AbD Serotec), VEGF Receptor 2 (VEGFR2,
Abcam, Cambridge, MA), vWF (AbD Serotec), VE-Cadherin (BD Biosciences) or CD41 (Dako
Mississauga, ON). Briefly, freshly isolated PBMCs or cultured cells at day 10 were detached
from the culture plates by gentle scraping in 1| mM EDTA-PBS (pH 7.2) under inverted
microscopy. Cells were then re-suspended in PBS containing 0.5% bovine serum albumin, plated
in 96-microwell plates at 200 x 10° cells/well, blocked with normal mouse serum for 15 minutes
at 4°C, washed, and labeled with saturating concentrations of the above mAbs for 20 minutes.
The samples were then washed, fixed with paraformaldehyde, and analyzed with an Altra flow

4
33, 3% Results were

cytometer (Beckman Coulter, Mississauga, ON) as described previously.
expressed as the percentage of positive cells obtained from 5000 events. Fluorescent isotype-

matched antibodies were used as negative controls.
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Platelet activation and binding

Platelets were prepared as previously described.***’

Briefly, platelet rich plasma (PRP) was
prepared by centrifugation of whole blood at 500 g for 15 minutes. Platelets were then obtained
by centrifugation of PRP for 10 minutes and resuspended in Hanks balanced salt solution-HEPES
buffer with 0.4 mmol/L: ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (HBSS-EDTA) pH 6.5 free
from Ca®" and Mg”". The isolated platelets were centrifuged and resuspended in a HBSS-HEPES
buffer pH 7.4 with Ca** (CaCl, 1.3 mmol/L) and Mg*" (MgSO, 0.81 mmol/L) and adjusted to a
final concentration of 250 x 10°ml, using an automated cell counter (T890, Coulter). The purity
of platelet suspension normally exceeded 99% as determined by an electronic Coulter counter
and by light microscopy examination. The binding of thrombin-activated platelets to PBMCs and
EPCs, in mixed cell populations of 50:1 ratio, was determined using a dual-labeling technique
with mAbs directed against platelet-CD41 (FITC) and PBMC-CD14 (PE) or EPC-CD34 (PE).
The binding was assessed with and without blocking mAbs directed against P-selectin (AK6, 10
ug/mL, AbD Serotec) and PSGL-1 (KPL-1, 10 ug/mL, Santa Cruz) for 5 minutes at 37°C, as
detailed previously.”™ Control experiments for specificity were done with a blocking anti-
CD62L mAb (Dreg-56, 10 pg/mL, BD Biosciences). The fluorescence threshold was set to
analyze only dual FITC-and PE-labeled cells, corresponding to CD14" or CD34" that exhibited
platelet-CD41 fluorescence from 5000 events. The number of platelets bound to 100 cells was
calculated, as described previously.*

Platelet (250 x 10%/mL) activation was determined by assessing P-selectin translocation
(CD62P, BD Biosciences) and GPIIb/IIIa activation®> (PAC-1, BD Biosciences) at baseline
and after stimulation with thrombin in the presence of cell-free supernatant, which was obtained
by centrifugation (600 g, 10 minutes) of 5 x 10%mL of freshly isolated PBMCs or EPCs culture

media.

Platelet aggregation

Platelets, alone (250 x 106/mL) or in the presence of 5 x 10%/mL PBMCs, EPCs, or their cell-free
supernatants, were co-incubated in a 4-channel lumi-aggregometer (Chronolog, Havertown, PA)
under shear conditions (1,000 rpm) at 37°C. Platelet aggregation was initiated by adding
thrombin (0.1 U/mL) or collagen (2 pg/mL) and then monitored by Aggro-Link software

(Chronolog) for 5 minutes, as described previously.** *>
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Platelet adhesion

The effects of PBMCs and EPCs on platelet adhesion to collagen under flow were assessed in an
ex-vivo perfusion system.>’ Cells (500 x 10*/200 ul) or their supernatant were incubated with 2
ml of sodium citrate anticoagulated blood that was labeled with 10 pg/mL Rhodamine 6G
(Sigma-Aldrich) for 15 minutes at 37°C. Stained samples were then perfused simultaneously in
glass capillaries (0.2 x 2.0 mm L.D., Fiber Optic Center Inc., Bedford, MA), pre-coated overnight
at 4°C with 250 pg/mL of fibrillar equine type 1 collagen (Chronolog), at a shear rate of 300 s
using a KD scientific syringe pump (Fisher Scientific, Ottawa, ON). After a washing step, images
of the surfaces were captured using a digital Camera (Scion Corp., Frederick, MD) connected to a
Nikon Diaphot 200 epifluorescence microscope (Plan 10x 0.25, Mississauga, ON). The
percentage of platelet-covered surface, which represents platelet adhesion, was then quantified by

morphometric analyses using the ImagelJ software (NIH, Betheseda, MD).

PGI; and NO measurements

To assess the release of PGI, and NO, cells were incubated with culture media containing either a
COX inhibitor (indomethacin, 10 pmol/L, Calbiochem, Darmstadt, Germany), or a selective NO
scavenger (phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide or PTIO, 100 pmol/L, Sigma-
Aldrich). PGI, release was measured with a radioimmunoassay (RIA, Sigma-Aldrich) for the
stable metabolite of prostacyclin, 6-keto-PGF,. NO release was measured with a nitrate/nitrite
fluorometric assay kit (Cayman chemical, Ann Arbor, MI) according to the manufacturer’s
instructions. The concentrations of PGI, and NO were normalized per unit number for each cell
type. Cell culture supernatants from control, indomethacin, PTIO, or a NOS inhibitor (N,-Nitro-
L-arginine or L-NNA, 100 pM, Sigma-Aldrich) treated cells were collected at 1 hour (day 0), and

10 days and used for platelet function assays.

Western Blot of COX and NOS

Twenty-five pg of protein from PBMCs, and EPCs (5 x 10° cells/mL) lysates were separated on
8% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and blotted onto
nitrocellulose membranes. After blocking of non-specific binding, the membranes were incubated
overnight at 4°C with antibodies (1:200) against COX-1, COX-2, eNOS or iNOS (Santa Cruz),

and labeled with HRP-conjugated secondary antibodies (Santa-Cruz) at room temperature for
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1 hour. Proteins were detected by enhanced chemiluminescence (PerkinElmer Life Sciences,

Walthman, MA). B-actin was used as an internal control.

Model of mouse carotid thrombosis

The effects of freshly isolated PBMCs and culture-derived EPCs (500 x 10° cells)™ > ® ?® on
thrombus formation were determined in a FeCl; mouse carotid injury model, according to a
standardized protocol.”® Control experiments were done with culture media alone. Briefly,
C57BL6 mice (14-16 weeks old, Jackson laboratory, Bar Harbor, ME) were anesthetized with a
mixture of ketamine (Vetalar: 1.5 mg/kg L.P., Bioniche, Belleville, ON) and medetomidine
(Domitor: 1 mg/kg 1.P., Pfizer, Kirkland, QC) and the right carotid artery was carefully exposed.
A miniature ultrasound flow probe (0.5 VB 552; Transonic Systems, Ithaca, NY), interfaced with
a flow meter (T206; Transonic Systems) and a computer-based data acquisition program (Iox
2.2.17.19, Emka, Falls Church, VA), was positioned around the artery. After measuring baseline
blood flow, a 0.5 x 1.0-mm strip of filter paper (Whatman no. 1) soaked in 6.5% FeCl; was
applied on the adventitial surface proximal to the flow probe for 3 minutes, after which blood

flow and time to thrombotic occlusion (blood flow of 0 mL/min) were monitored.

Histology, immunostaining and confocal fluorescence

After completion of in vivo flow measurements in mice, the injured and the contralateral non-
injured carotids were excised and fixed in 10% buffered formalin. These arterial segments were
then embedded in paraffin, sectioned at 6 microns, and stained with hematoxylin and eosin, or
with an anti-CD34 antibody (Santa Cruz). Samples were visualized using an Olympus BX60
microscope (Olympus imaging America Inc., Center Valley, PA) and images were captured with
a Retiga 2000R camera (QImaging Corporation, Surrey, BC). The final images were acquired
with Image Pro Plus 6.2 software (Media Cybernetics, Bethesda, MD).

For confocal fluorescence, 500 x10* of PBMCs or EPCs were labeled with an intracellular
photostable fluorescence marker (CellTracker™ CM-Dil, Molecular Probes) according to the
manufacturer’s instructions. Cells were then washed with PBS, resuspended in fresh media and
injected intravenously, and allowed to circulate for 15 minutes before inducing the mouse carotid
injury. The carotids were excised immediately after completion of the blood flow measurements

and immersed in liquid nitrogen. Labeled PBMCs and EPCs incorporated into the luminal aspect
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of arterial thrombi were observed on cryostat sections of 14-um thickness using confocal
microscopy. Fluorescent confocal images (Z stacks) were acquired with a LSM 510 confocal
microscope (Zeiss). A 10x/1.3 Plan-Neofluar objective (Zeiss) was used for magnification. Z
stacks-images were deconvolved with the Huygens Pro 3.0 software (Scientific Volume

Imaging), and the final images were reconstructed with the LSM510 software.

Statistical analysis

Results are presented as mean £ SEM of at least 3 independent experiments. The exact number of
experiments for each test is indicated in the figure legends. Statistical comparisons were done
using a one-way ANOVA, followed by a Dunnett-t-test for comparison against a single group.

Data with p <0.05 were considered statistically significant.

Results

Characterization of PBMC-derived EPCs

We first characterized the differentiation of PBMCs into EPCs in vitro using optical and confocal
imaging. As shown in Figure 1A, human PBMCs, cultured in conditioned media (EndoCult™),
differentiated within 10 days into an adherent population, which formed a flat monolayer of
spindle-shaped cells characteristic of EPCs. These cells were positive for Ac-LDL and Ulex-
lectin staining. The expression of cell surface markers during the differentiation of PBMCs into
EPCs was assessed by flow cytometry. Cells were gated with respect to CD14/CD34 expression.
We observed that the expression pattern of surface markers of cultured cells became that of
progenitor phenotype after 10 days of culture (Figure 1B). Freshly isolated PBMCs
predominantly expressed the pan-leukocyte markers CD14 (87%), PSGL-1 (93%) and CD62L
(46%), whereas the progenitor markers were missing. After 10 days of culture, the progenitor
markers were highly expressed (63% CD34, 40% CDG62P, 33% VEGFR2, 85% VE-Cadherin,
and 97% vWF), whereas the leukocyte markers (CD14, PSGL-1 and CD62L) were absent. The
platelet marker CD41 was absent in all cell populations, indicating that these cells were void of

platelet contamination.
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EPCs Bind Platelets

The adhesive interactions between platelets and EPCs were determined by assessing the number
of activated platelets that bound to 100 cells. As shown in Figure 2A, the binding averaged
157 platelets/100 cells for freshly isolated PBMCs and decreased to 54 for EPCs at day 10 of
culture. Inhibition of P-selectin significantly reduced platelet binding by 66% for PBMCs and
50% for EPCs, whereas the blockade of PSGL-1 was only effective in preventing the binding of
platelet to PBMCs, but not to EPCs. Moreover, the binding of platelets to PBMCs or EPCs was

not affected by L-selectin blockade, which was used as a negative control.

EPCs Inhibit Platelet Activation and Aggregation

We then investigated the impact of EPCs on thrombin-induced platelet activation by assessing
the translocation of CD62P and activation of GPIIb/Illa by flow cytometry. As shown in Figure
2B, C and D, platelet activation was completely inhibited in the presence of EPC supernatant as
revealed by the absence of CD62P translocation and GPIIb/IIIa activation, while the supernatant
of PBMCs had no significant effect on platelet activation.

Given that EPCs impair platelet activation, we sought to examine their functional impact
on platelet aggregation in response to two physiological agonists, thrombin and collagen. Platelet
aggregation was not affected by the presence of PBMCs but was significantly decreased in the
presence of EPCs in response to both agonists (Figure 3A and D). Moreover, platelet
aggregation was completely inhibited by the supernatant of EPCs in response to both platelet
agonists, whereas the supernatant of PBMCs had no significant effect (Figure 3B and E). Taken
together, these results indicate that EPCs reduce platelet function, whereas their predominant
effects are related to the release of platelet inhibitory factors that modulate platelet activation and

aggregation.

EPCs Inhibit Platelet Function via PGI, Secretion

In order to reveal the factor(s) responsible for the inhibitory effects of EPCs on platelet activation
and aggregation, we pre-incubated differentiating cells with COX and NO inhibitors, as
prostaglandins and NO constitute potent modulators of platelet function. These treatments did

not affect the differentiation of PBMCs into EPCs, and did not alter their proliferative capacities
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(data not shown). The culture supernatant from treated cells was collected and assessed for PGI,
and NO secretion and tested on platelet aggregation. As shown in Figures 4A and 4B, EPCs
released high levels of PGI; and NO. In contrast to EPCs, the amount of PGI, and NO released
by PBMCs was negligible. Moreover, the release of PGI, and NO was totally prevented when
differentiated EPCs were cultured in the presence of indomethacin (a COX inhibitor) or PTIO (a
NO chelator), respectively. Interestingly, the anti-aggregatory or inhibitory effect of EPCs on
platelets was reversed by incubating cultured EPCs with indomethacin, but not with PTIO
(Figure 4C) or L-NNA, a NOS inhibitor (Insert).

To further validate the release of PGI, and NO from EPCs, we assessed the expression of
the constitutive and inducible forms of cyclooxygenase (COX-1 and COX-2) and NOS (eNOS
and iNOS isoforms) in cultured EPCs, in comparison with PBMCs, by Western blot. As shown
in Figure 4D, COX-1 was detectable in freshly isolated PBMCs (day 0), and increased in EPCs at
day 10. However, COX-2 was specifically up-regulated after the differentiation of PBMCs into
EPCs. Similarly, iNOS was poorly expressed in the PBMC population and profoundly increased
in EPCs, while eNOS was barely detectable in both cell populations. Taken together, these data
indicate that, while EPCs specifically up-regulate the expression of COX-2 and iNOS and release
PGI, and NO, their main effect on platelet activation and aggregation appears to be PGI,-
dependent.

EPCs Reduce Platelet Adhesion Under Flow

Since EPCs inhibit platelet activation and aggregation of washed platelets, we then assessed their
impact on platelet adhesion to collagen in a whole blood perfusion system. As shown in Figure 5,
perfusion of whole blood resulted in almost 25% coverage of the collagen surface with platelets,
which was reduced to 7% coverage by a GPIIb/Illa antagonist, Abciximab (positive control).
Co-incubation of blood with PBMCs or their respective supernatants had no significant effect on
platelet adhesion. In contrast, the presence of EPCs or their supernatant reduced significantly
platelet adhesion by 23% and 53%, respectively. The effects of EPCs and their supernatant were
reversed, once again, by pre-treating EPCs with the COX inhibitor indomethacin. Hence, the
effects of EPCs on activation and aggregation of isolated platelets were also highlighted in a

more physiological approach of platelet adhesion under flow in whole blood.
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EPCs Incorporate at the Sites of Mouse Carotid Injury and Inhibit Thrombus Formation
Having shown the impact of EPCs on activation and aggregation of washed platelets and on
adhesion in whole blood, we hypothesized that they may impair platelet function in vivo.
Therefore, we examined the effect of EPCs on thrombus formation by injecting freshly isolated
PBMCs and cultured EPCs intravenously into mice 15 minutes prior to FeCls-induced carotid
artery injury. As shown in Figure 6A, mice that received PBMCs had similar blood flows to
control mice, which were characterized by complete occlusion of the arteries approximately
10 minutes post-FeCls-induced injury. In contrast, injection of EPCs significantly impaired
thrombus formation, leading to an incomplete occlusion with 50% residual flow.

To further analyze the characteristics of the formed thrombi, FeCls-injured carotid arteries
from PBMC and EPC-treated mice and from control group were fixed immediately following
blood flow measurements and were subjected to fluorescence confocal, histological and
immunohistochemical analysis. The circumference of the arteries and thrombi was measured by
computer-assisted planimetry, and the thrombus size was reported as percentage of total lumen
area. As compared to control- and PBMC-treated arteries, which showed complete occlusion
(Figure 6B and Figure 7A and 7E), the arterial thrombus formed in EPC-treated mice was
partially occlusive (Figure 71), and significantly reduced by 33% (Figure 6B), as compared to
control. In another set of experiments, PBMCs and EPCs were labeled with a fluorescent cell
tracker prior to their intravenous injection. Labeled PBMCs and EPCs were identified in the
luminal aspect of the thrombi and appear as a cluster of red fluorescent clumps (Figure 7F and
7]). Injured arteries from control mice, used as negative control, were void from any staining
(Figure 7B). This was also revealed in cross-histological sections of injured arteries
immunostained with an anti-CD34 antibody, in control- (Figure 7D), PBMC- (Figure 7H) and
EPC- (Figure 7L) treated mice. In control- and PBMC-treated mice, the injured carotids were
negative in CD34" cells. In contrast, focal accumulation of CD34" cells, representing 10 =+ 2 cells
per thrombus cross-sectional area, was observed within the thrombus and along the vascular wall

in the carotids of EPC-treated mice.
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Discussion

The present study provides novel evidence for the regulation of platelet function by EPCs. We
found first that human PBMC-derived EPCs bound platelets via CD62P and second that PBMC-
derived EPCs inhibited platelet activation, aggregation and adhesion to collagen and thrombus
formation in vivo, predominantly via up-regulation of COX-2 and secretion of PGI,. This study
reveals a new biological role for EPCs in controlling platelet function, which may in turn limit
thrombogenesis and maintain hemostasis at the sites of vascular injury.

It is well established that mobilization and recruitment of EPCs from bone marrow
contribute to cell-based therapy and vascular repair. So far, therapeutic application of EPCs is
still limited by the paucity of available cells. The "ex vivo" outgrowth of EPCs are, therefore,
very important to ensure that an adequate cell number is available for their characterization and
therapeutic application. It has been shown indeed, that peripheral blood contains a complex

41
39 In

assortment of progenitor cells that possess the ability to differentiate into EPCs in vitro.
this connection, we succeeded in adequately differentiating EPCs from PBMCs according to a
standardized method.* > Such subtype of differentiated EPCs displayed similar morphological
and phenotypical characteristics of endothelial colony-forming cells (ECFCs) that derived from
the adherent population of PBMCs when plated on collagen or fibronectin in the presence of

endothelial-specific growth media.> ' !

The morphology of these cells changed from a
population of irregular and small rounded cells to a flattened, spindle-shaped population that
uptakes Dil-AcLDL and binds Ulex-lectin. Moreover, the expression pattern of surface markers
of cultured cells changed during differentiation, as demonstrated by a decrease in pan-leukocyte
markers and an increase in progenitor markers after 10 days of culture.

Accumulating evidence suggests that platelets play an important role not only in
hemostasis and thrombosis, but also in inflammation and tissue repair through paracrine

31, 42

mechanisms or direct interactions with other blood cells. Recently, it has been shown that

platelets promote the homing and differentiation of EPCs at the sites of vascular injury,”"
through highly concerted mechanisms involving chemotaxis, adhesion, migration, and integration
of EPCs into the target tissue. Conversely, EPCs may influence platelet function and modulate
their thrombogenic properties during vascular repair. In order to analyze and characterize the
action of EPCs on platelet function, we first showed that platelets can bind EPCs after 10 days of

culture, but to a lower extent than the binding to PBMCs. The decrease in binding during the
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differentiation process may be explained by the dynamic changes in the expression of cell surface
markers, as well as by the up-regulation of platelet inhibiting factors, throughout the process of
PBMC differentiation into EPCs. Indeed, we observed a decrease in the expression of PSGL-1,
and an increase in the secretion of PGI, and NO, thus providing a possible explanation for the
significant decrease in the binding of activated platelets to EPCs. We also showed that PBMC-
derived EPCs bind activated platelets in a CD62P-dependent manner, thus confirming previous
findings demonstrating that the interaction between platelets and EPCs occurs, in part, via
CD62P and its high affinity receptor PSGL-1.2*">" In addition to PSGL-1, other mediators may
be involved as demonstrated previously that, a4 integrin, CXC chemokine receptor-2 and -4, and

2326 participate in EPCs homing at the sites of vascular injury.

B1- and B,-integrins,

In addition to reduced binding of EPCs to platelets throughout the differentiation process,
incubation of platelets with the releasate of EPCs resulted in a profound inhibition of platelet
activation, as revealed by the inhibition of CD62P translocation and GPIIb/IIIa activation, both of
which are involved in the formation and stabilization of platelet thrombus.** ** The functional
impact of EPCs on platelets was also underlined by their inhibitory effects on thrombin- and
collagen-induced aggregation of washed platelets and adhesion to collagen under flow in whole
blood. The functional impact of EPCs on platelets was further depicted in a mouse arterial
thrombosis model, in which, injection of EPCs impaired thrombus mass by 33%, leading to an
incomplete occlusion with 50% residual flow. These findings may be of important physio-
pathological relevance, since the acute vascular response to injury involves the adhesion,
activation, and aggregation of platelets, followed by the recruitment of other platelets, leukocytes,
and possibly circulating EPCs. The recruitment of circulating EPCs at the site of injury may
contribute first, to attenuate the acute thrombotic response by inhibiting platelet function, and
second, to promote re-endothelialization and vascular repair. This may explain -earlier
observations that ex-vivo expanded EPCs seeded onto the lumen of a small diameter vascular
graft and implanted in vivo, have a much lower chance of thrombosis and subsequent rejection as

> Moreover, the use of EPC capture stents during

compared to non-coated controls.'”
percutaneous coronary intervention reduces the incidence of late stent thrombosis.'> ?* Thus,
EPCs modulate platelet function and appear to play an important role in the management of

thrombotic reactions.
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The fundamental role of EPCs on platelets may be facilitated primarily by the secretion
of thrombo-resistant factors such as PGI, and NO, which are well known anti-platelet mediators.
In fact, we have shown that PBMC-derived EPCs specifically up-regulate COX-2 and iNOS
during their differentiation, and produce PGI, and NO. Surprisingly, the effects of EPCs on
platelet function were reversed by COX inhibition, whereas NO scavenging or NOS inhibition was
without any significant effect. In biological systems, PGI, synthesis is catalyzed by either the
constitutive (COX-1) or the inducible (COX-2) form of COX, whereas NO can be generated via
one or the other of three NO synthases [neuronal (nNOS), inducible (iNOS), and endothelial
(eNOS)]. In ECs, PGI, and NO are predominantly generated by COX-2* and eNOS,
respectively.*® In the present study, however, we pointed out PG, as the principal mediator
involved in the inhibitory action of EPCs on platelet function. This is based on our findings that in
contrast to PBMCs, which constitutively expressed COX-1 but did not produce PGI,, EPCs
specifically up-regulated COX-2 and produced PGI,, which was inhibited by indomethacin.
However, indomethacin is a COX-1/COX-2 inhibitor that can inhibit prostaglandins, thromboxane
and prostacyclin production. In this regard, platelets express only the receptors for PGl,, TXA,,
PGE, and PGD,,"” which have the potential to affect platelet function. Among them, the PGI,
receptor is the major inhibitory prostaglandin receptor that maintains platelets in resting state via
Gs activation of adenylate cyclase. On the other hand, TXA, is a platelet activator and PGE; has a
bivalent effect on platelets, whereas the PGD, receptor is the least abundant of the prostanoid
receptors on platelets and is, therefore, the least well characterized. In sum, PGI, most likely
represents the major EPC-derived platelet inhibitor.

In our experiments, the high levels of NO released from EPCs could be correlated with a
high expression of iNOS, whereas eNOS expression was negligible in EPCs. Our findings are in
accordance with a recent study showing that iNOS, but not eNOS, is detectable in peripheral blood
derived EPCs.*® The low expression of eNOS in EPCs derived from peripheral blood may be
explained by the fact that they are not fully matured ECs and are preferentially prone to produce
NO in a monocytic/macrophage fashion through iNOS up-regulation. This may suggest that the
level of NO production via iNOS is not sufficient to affect platelet function. Moreover, the role of
iNOS in EPCs appears to be important in angiogenesis, perhaps by promoting the recruitment of
EPCs near the damaged endothelium.”* Taken together, this may explain, in part, our observation

that the inhibitory effects of EPCs on platelet function in vitro was predominantly PGI-, but not
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NO-dependent. This does not negate, however, the role of EPC-derived NO as a regulatory factor
involved in the secondary phase of vascular repair, including angiogenesis.*’

Our data demonstrate that EPCs regulate platelet function, via up-regulation of COX-2 and a
PGI,-dependent inhibition of platelet activation, aggregation, adhesion, and thrombus formation.
In addition to the well documented roles of EPCs in angiogenesis and vascular repair, our
findings highlight a new biological role for EPCs in regulating platelet function, which may, in

turn, limit thrombogenesis and maintain hemostasis at the sites of vascular injury.
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Figure legends

Figure 1: Characteristics of cultured cells

(A) Immediately after plating, freshly isolated PBMCs with rounded morphology and irregular
size appear either as single cells or as small clumps. At day 10, cells form a flat monolayer of
spindle-shaped cells characteristic of EPCs in culture. Cells were visualized with an inverted
optical microscope (Leica) and images were captured and digitalized with a Sony 3CCD camera
and NIH Scion corporation software (Magnifications X20). Staining of freshly isolated PBMCs
and 10- day cultured cells with Ulex-lectin (green) and Ac-LDL (red) under a laser-scanning
confocal microscope. Double stained cells appear after 10 days of culture, and were defined as
EPCs. Fluorescent confocal images (Z stacks) were acquired with a LSM 510 confocal
microscope (Zeiss). (A) 100x/1.3 Plan-Neofluar objective was used for magnification. Z stacks-
images were deconvolved with the Huygens Pro 3.0 software (Scientific Volume Imaging), and
the final images were reconstructed with the LSM510 software. (B) Representative histogram
showing the expression of different cell surface markers, as determined by flow cytometry.
Single color immunostaining of cultured cells was performed on day 0 (PBMCs), and day 10
(EPCs) with saturating concentrations of mouse anti-human PE-conjugated mAbs directed
against different mononuclear (CD14, PSGL-1, CD62L), progenitor (CD34, VEGFR2, CD62P),
endothelial (VE-Cadherin, vWF), and platelet (CD41) cell surface markers. Data are the mean +
SEM of at least 5 independent experiments of cell surface markers expression as assessed by flow

cytometry.

Figure 2: EPCs bind and inhibit platelet activation

(A) Bar graphs show the number of activated platelets/100 cells, and the effects of anti-P-
selectin, anti-PSGL-1 or anti-L-selectin blocking monoclonal antibodies. The binding of
activated platelets to PBMCs and EPCs, in mixed cell populations of 50:1 ratio, was determined
using a dual-labeling technique with saturating concentrations of mAbs directed against platelet-
CD41 (FITC) and PBMC-CD14 (PE) or EPC-CD34 (PE). The binding was assessed with and
without blocking monoclonal antibodies directed against P-selectin (AK6, 10 pg/mL), PSGL-1
(KPL-1, 10 pg/mL), and L-selectin (Dreg-56, 10 ug/mL) for 5 minutes at 37°C. The fluorescence
threshold was set to analyze only dual FITC-and PE-labeled cells, corresponding to CD14" or
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CD34" that exhibit platelet-CD41 fluorescence from 5000 events. Results represent the mean =+
SEM of at least 6 independent experiments representing the binding of freshly isolated PBMCs
and culture-derived EPCs to activated platelets (*p<0.05 versus control). Lower panels show
flow cytometry plots from representative experiments illustrating platelet CD62P translocation
(B) and GPIIb/IIIa activation (C) at baseline and after thrombin activation of platelets in the
presence of the released supernatant from PBMC or EPC populations. (D) The mean data + SEM
of the MFI of at least 3 independent experiments of platelets activation in the presence or not of

PBMCs and EPCs supernatants are presented. (*»<0.05 versus control).

Figure 3: Effect of EPCs on platelet aggregation

Representative traces of thrombin- (panel A & B) and collagen- (panel D & E) induced platelet
aggregation with or without PBMCs, EPCs or their supernatants. Platelets alone (250 x 10%/mL),
or in the presence of 5 x 10%mL PBMC s, EPCs, or their supernatants were co- incubated in a 4-
channel lumi-aggregometer under shear conditions (1,000 rpm) at 37°C. Platelet aggregation was
initiated by adding thrombin or collagen and then monitored for 5 minutes. C and F represent the
mean data of at least 4 independent experiments, summarizing the effects of the different cell
populations on thrombin- and collagen-induced platelet aggregation, respectively. (*p<0.05

versus control)

Figure 4: EPCs secrete PGI; and NO and up-regulate COX-2 and iNOS

Release of PGI, (A) and NO (B) from PBMCs and EPCs pre-treated or not with indomethacin or
PTIO was assessed in the supernatants by RIA and Nitrate/Nitrite fluorometric assay,
respectively (n=3, *p<0.05 versus EPCs). (C) Reversible effect of indomethacin on EPC-induced
platelet aggregation inhibition: representative traces of thrombin-induced platelet aggregation
with the supernatant of EPCs pre-treated or not with indomethacin or PTIO. Insert:
Representative traces of thrombin-induced platelet aggregation with the supernatant of EPCs pre-
treated or not with indomethacin or L-NNA (*p<0.05 vs. control and NS vs. EPCs). Traces
shown are representative of mean data obtained from at least 4 independent experiments. (D)
Expression of COX and NOS isoforms in cultured cells, by western blot. The lanes show the

expression of COX-1, COX-2, eNOS and iNOS in PBMC and EPC populations. -actin was used
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as an internal control. The blots shown are representative of data from 3 independent

experiments.

Figure 5: EPCs reduce platelet adhesion to collagen under flow

(A) Representative fluorescent photomicrographs of platelet adhesion in whole blood on
collagen-coated surfaces in the presence of PBMCs, EPCs or their supernatants pre-incubated or
not with indomethacin. Blood samples pre-treated with culture media or with an anti GPIIb/IIla
antagonist (Abciximab) were used as controls. Glass capillaries were coated overnight at 4°C
with 250 pg/mL of collagen. Two milliliters of sodium citrate anticoagulated blood were mixed
with 200 pL of cells (500 x 10%) or their supernatant followed by incubation with 10 pg/mL
Rhodamine for 15 minutes at 37°C. Stained samples were then perfused simultaneously at a shear
rate of 300 s™'. Image acquisition was performed using a digital Camera (Scion Corp.) connected
to a Nikon Diaphot 200 epifluorescence microscope (Plan 10x 0.25). The percentage of platelet-
covered surface was then quantified by morphometric analyses using the ImageJ software (NIH).
(B) The mean data of platelet adhesion presented as the percentage of capillary surface covered
with platelets. Results represent the mean of at least 3 independent experiments. (*p<0.05 vs.

control)

Figure 6: EPCs reduce thrombus formation in vivo

(A) PBMCs and culture-derived EPCs (500 x 10° cells) were injected 15 minutes prior to FeCl;-
induced injury of mouse carotid arteries, and thrombus formation was monitored by residual
blood flow. Control experiments were done with culture media alone. After a stabilization period
and application of FeCl; for 3 minutes, blood flow was continuously monitored for 23 minutes
post-FeCls injury. Traces represent the mean data of 8 mice in each group. (B) Bar graphs show
the mean data of cross-sectional area of arterial thrombi expressed as percentage of lumen area in

at least 5 mice in each group. (*»<0.01 and **p<0.001)

Figure 7: EPCs are recruited into arterial thrombi in vivo and reduce thrombus formation
Representative histological transverse sections of FeCls-injured mouse carotid arteries, stained
with hematoxylin and eosin (Left panels). Samples were visualized using Olympus BX60

microscope (Olympus Imaging America Inc.) and images were acquired with a Retiga 2000R
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camera (QImaging Corporation). The final images were performed with Image Pro Plus 6.2
software (Media Cybernetics). Arterial thrombus mass was completely occlusive in control- and
PBMC-treated mice (panels A & E), and partially occlusive in arteries from EPC-treated mice
(panel I). The images shown are representative of carotid arteries of at least 4 mice in each group.
Middle panels show confocal imaging of mouse carotid arteries after vascular injury. PBMCs and
EPCs were labeled with intracellular fluorescence marker (DiL) 1 hour prior to injection, and
assessed by confocal fluorescence on cryostat cross-sections (panels F & J). Injured arteries from
non-treated mice are used as negative control (panel B). Fluorescent confocal images (Z stacks)
were acquired with a LSM 510 confocal microscope (Zeiss). A 10x/1.3 Plan-Neofluar objective
(Zeiss) was used for magnification. Z stacks-images were deconvolved with the Huygens Pro 3.0
software (Scientific Volume Imaging), and the final images were reconstructed with the LSM510
software. The corresponding Differential Interference Contrast (D.I.C) of the identical sections is
shown on the right (panels C-G-K). Photomicrographs represent carotid arteries of 3 mice in each
group. Right panels show anti-CD34 immunostaining of the injured arteries. CD34 positive cells
appeared only in the EPC-treated mice, confirming the recruitment of EPCs to the luminal aspect
of arterial thrombi in vivo (arrows in L). The cells in D and H are CD34 negative. Images are

representative of carotid arteries of at least 4 mice in each group.
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Figure 3
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Mise en contexte pour le deuxiéme article :
Les cellules endothéliales progénitrices réduisent I’agrégation plaquettaire et la thrombose

par un mécanisme dépendant de la P-sélectine

Dans notre ¢tude précédente, nous avons démontré que les EPCs interagissent avec les plaquettes
et inhibent I’adhésion, 1’activation, et I’agrégation plaquettaire et altérent la formation du
thrombus. Ces effets semblent étre dépendants de la sécrétion de la PGI, par les EPCs en culture.
Cette étude vise a déterminer le role de la P-sélectine dans ce processus.

Les interactions des EPCs avec les plaquettes sanguines jouent un rdle substantiel dans le
processus de réparation des vaisseaux lésés et sont gouvernées par 1’expression des molécules
d’adhésion spécifiques qui induisent des liaisons homotypiques et hétérotypiques entre les
cellules au cours de la réparation vasculaire. Ces interactions adhésives entre les EPCs et les
plaquettes peuvent stimuler I’activité fonctionnelle des EPCs et induire la sécrétion d’une variété
de substances angiogéniques et thrombo-résistantes qui favorisent le processus
d’endothélialisation. Sachant que la liaison des plaquettes activées aux EPCs est médiée
essentiellement par I’expression de la P-sélectine plaquettaire qui facilite le recrutement primaire
des EPCs sur la monocouche des plaquettes adhérées a la matrice sous-endothéliale, serait-il
possible que les effets des EPCs sur I’agrégation plaquettaire et la thrombogenése soient, eux
aussi, dépendants de 1’expression de la P-sélectine par les plaquettes ?

Cette étude a été désignée pour mettre en évidence le role de la P-sélectine plaquettaire
dans le mécanisme d’action des EPCs sur ’agrégation plaquettaire in vitro et sur la formation du
thrombus, in vivo. Ce rdle de la P-sélectine sera investigué¢ dans un modele de souris déficientes

en P-sélectine (P-sel”) et chez leurs congénéres du type sauvage.
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Abstract

Background- We have previously shown that Endothelial Progenitor Cells (EPCs) bind and
inhibit platelet function and impair thrombus formation, but the surrounding mechanisms that
regulate this process have not been fully described. Herein, we addressed the mechanistic action
of EPCs on platelet- thrombus formation and we highlighted the role of platelet P-selectin in this
process.

Methods and results- EPCs were generated from human peripheral blood mononuclear cells after
10 days of culture on fibronectin in Endocult medium. The impact of EPCs on platelet
aggregation and thrombus formation was investigated in P-selectin deficient (P-sel”") and their
wild-type counterparts (WT) mice. EPCs significantly impaired, in a concentration dependent-
manner, collagen-induced whole blood platelet aggregation in WT mice; whereas in P-sel” mice,
EPCs had no significant effect. Moreover, in FeCls-injured arterial thrombosis model, infusion of
EPCs significantly reduced thrombus formation in WT, but not in P-sel”” mice. Furthermore, the
number of EPCs recruited within the thrombi and along the vascular wall was visually reduced in
P-sel” mice as compared to WT mice, and the relative mass of thrombi generated in EPC-treated
P-sel” mice was significantly larger than that in EPC- treated WT mice.

Conclusions- EPCs impair platelet aggregation and reduce thrombus formation by a cellular
mechanism implying binding of platelet P-selectin. These findings add new insights into the role

of EPCs in the regulation of platelet function and thrombotic reaction during vascular repair.

Key Words: endothelial progenitor cells m platelets m thrombosis m p-selectin
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Introduction

Endothelial progenitor cells (EPCs) play an important role in vascular biology and homeostasis,
as they enhance the process of re-endothelialization and neovascularisation of injured and
ischemic tissus.'™ Interactions of EPCs with vascular and blood cells can largely influence their
biological and functional properties and predict their destiny in the target tissues. More
specifically, interactions of EPCs with circulating platelets provide the critical signal to ensure
their migration and homing at the sites of vascular injury and their differentiation into endothelial
cells.”” Indeed, platelets favor the adhesion of EPCs on the sub-endothelial matrix as they
constitute a bridging mechanism for the firm arrest of EPCs on collagen surface under dynamic
flow in vitro, and on the injured vessel wall in vivo.™ ' This adhesive interaction between EPCs
and platelets may improve EPC function and induce the secretion of various vasoactives
substances that can modulate the microenvironment of the lesion, which, in turn, may limit
thrombus formation, enhance vascular repair and accelerate the healing process.

Platelet aggregation represents the onset of thrombus formation during endothelial
disruption. At the sites of vascular injury, platelets roll and interact with various components of
the subendothelial matrix via a number of adhesive receptors expressed on the platelet surface.''
This leads to the adhesion and activation of platelets, which is accompanied by the translocation
and exposure of P-selectin (CD62P) on the surface membrane. P-selectin, a member of the
selectin family of adhesion molecules, is expressed primarily on activated platelets'? and
promotes the interaction of platelets with leukocytes."® In this regard, it has been shown that P-
selectin is also involved in the adhesive interaction between platelets and EPCs, an interaction

-8, 10, 14 .
81014 Thdeed, previous works

which reportedly dictates their functions during vascular repair.
have shown that specific inhibition of P-selectin reduces the accumulation of EPCs on the surface
of collagen-adherent platelets in parallel-plate flow chambers, and at the sites of endothelial
damage.® °

The functional impact of EPC interaction with platelets was indirectly explored in a number of
studies showing that EPCs participate in the prevention of hybrid graft thrombosis and rejection

15-20 Moreover, in a rat model of chronic thrombosis, transplanted EPCs

and late stent thrombosis.
appear to alter the vein microenvironment by up-regulating cytokines associated with thrombic
re-organization and recanalization.”’ Taken together, this strongly suggests that EPCs may play a

potential role in the management of thrombotic reactions. However, the direct effect of EPCs on
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the formation of platelet aggregates, presumably a critical biological event during the initial
phase of thrombus formation has not been extensively studied. In this connection, we have
recently showed that human EPCs regulate platelet function, via up-regulation of
cyclooxygenase-2 (COX-2) and a prostacyclin (PGI,)-dependent inhibition of platelet activation,
aggregation, adhesion, and thrombus formation.”” Given that platelet P-selectin is the major
receptor involved in the interaction of EPCs with platelets,” * we accordingly hypothesized that
the impact of EPCs on platelet aggregation and subsequently, on thrombus formation, occurs
through a mechanism that implies binding to platelet P-selectin. We, therefore, designed this
study to address this question by assessing platelet aggregation and thrombus formation in wild
type (WT) and P-selectin deficient (P-sel'/ ) mice. We found that P-selectin plays a critical role in
EPC-induced inhibition of platelet aggregation in vitro, and thrombus formation in vivo.
Moreover, we have demonstrated that P-selectin is a determinant adhesive receptor involved in
the recruitment of EPCs into the platelet thrombi and along the injured vessel wall. This study
adds new insight into the interplay between EPCs and platelets in the maintenance of vascular

hemostasis and the management of thrombotic reactions.

Methods
This study has been approved by the human ethical committee of the Montreal Heart Institute.
All human subjects were healthy volunteers of either sex, between 20 and 55 years of age. They

gave informed consent and were free from any drugs that interfere with platelet function.

Mice

All mice used in this study were handled in accordance with the guidelines of animal use and care
at Montreal Heart Institute and were maintained under specific pathogen-free conditions. Female
12 to 14 week-old C57BL/6 P-sel” and their counterparts C57BL/6 WT mice were purchased
from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). The number of mice used in each group is

indicated in the figure legends.
Culture and characterization of EPCs

Human PBMCs were isolated from peripheral blood by centrifugation on a Ficoll density

gradient according to the manufacturer’s instructions (StemCell Technologies, Vancouver, BC).

110



Mononuclear cells were then seeded onto fibronectin coated 35-mm diameter 6-well tissue
culture plates (BD Biosciences, Mississauga, ON) at a density of 5 x 10° cells/well, and
supplemented with EndoCult™ Liquid Medium (StemCell Technologies). After 48 hours, the
non-adherent cells were discarded by gentle washing with phosphate buffer saline (PBS), and
fresh media was applied. The adherent cells were continually cultured in a complete media that
was changed every 48 hours to allow formation of a well-circumscribed monolayer of spindle-
shaped cells, as previously described.”2°

Changes in cell morphology during the differentiation process were assessed by optical and
confocal microscopy, whereas changes in the expression of cell surface markers were assessed by
flow cytometry, as extensively described in our previous study.”” Briefly, Direct fluorescent
staining was used to detect the binding of FITC-Conjugated Ulex-lectin and the uptake of Dil-
Acetylated Low Density Lipoprotein (Ac-LDL) by laser confocal microscopy. The expression of
monocyte and progenitor/endothelial surface markers on freshly isolated PBMCs and EPCs were
assessed by flow cytometry using saturating concentrations of mouse anti-human PE-conjugated
monoclonal antibodies (mAbs) against CD14 (AbD Serotec, Raleigh, NC), CD34 (BD
Biosciences) and VEGF Receptor 2 (VEGFR2, Abcam, Cambridge, MA) as described

: 22
previously.

Platelet aggregation

Heparinized blood was collected by heart puncture of anesthetized mice, as previously described,
*2 and aggregation was monitored in a 4 channel whole blood aggregometery (Chrono-log corp,
Havertown, PA), according to the manufacture’s instructions. Briefly, 0.4 mL of whole blood
was diluted with 0.4 mL of saline solution and gently swirled. Culture media (200 pL) or EPCs
(125 x 10° to 500 x 10° cells/200 pL) was pre-incubated at 37°C with diluted blood samples and
platelet aggregation was induced by collagen (3 pg/mL, Chrono-log corp) at 37°C with a stirring
speed of 1000 rpm. Results are expressed as the change in electrical impedance (ohms) after 5

minutes aggregation time.
Mouse carotid thrombosis

The impact of cultured EPCs (125 x 10° to 500 x 10’ cells) on thrombus formation was

determined in a FeCls- mouse carotid injury model, according to a standardized protocol
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protocol,”” as previously described.”” Control experiments were done with culture media alone.
Briefly, C57BL6 mice of either P-sel”” or WT group (Jackson Laboratory) were anesthetized with
a mixture of ketamine (Vetalar: 1.5 mg/kg I.P., Bioniche, Belleville, ON) and medetomidine
(Domitor: 1 mg/kg L.P., Pfizer, Kirkland, QC) and the right carotid artery was carefully exposed.
A miniature ultrasound flow probe (0.5 VB 552; Transonic Systems, Ithaca, NY), interfaced with
a flow meter (T206; Transonic Systems) and a computer-based data acquisition program (Iox
2.2.17.19, Emka, Falls Church, VA), was positioned around the artery. After measuring baseline
blood flow, a 0.5 x 1.0-mm strip of filter paper (Whatman no. 1) soaked in 6.5% FeCl; was
applied on the adventitial surface proximal to the flow probe for 3 min, after which blood flow

and time to thrombotic occlusion (blood flow of 0 mL/min) were monitored.

Histology, immunostaining and confocal fluorescence

After completion of in vivo flow measurements in mice, the injured and the contralateral non-
injured carotids were excised and fixed in 10% buffered Formalin (Starplex Scientific Inc.,
Etobicoke, ON). These arterial segments were then embedded in paraffin, sectioned at 6 microns,
and stained with hematoxylin and eosin, or an anti-CD34 antibody (Santa Cruz). Samples were
visualized using an Olympus BX60 microscope (Olympus imaging America Inc., Center Valley,
PA) and the computerized morphometric analyses were performed using a Retiga 2000R camera
(QImaging Corporation, Surrey, BC), and Image Pro Plus 6.2 software (Media Cybernetics,
Bethesda, MD).

For confocal fluorescence, 500 x 10° EPCs were labeled with an intracellular fluorescence
marker (CellTracker™ CM-Dil, Molecular Probes) according to the manufacturer’s instructions.
Non-labeled PBMCs were used as negative control. Cells were then washed with PBS,
resuspended in fresh media and injected intravenously, and allowed to circulate for 15 minutes
prior to injury. The injured, as well as the contralateral non-injured carotids, were immediately
excised after completion of the blood flow measurements and immersed in liquid nitrogen.
Labeled EPCs incorporated into the luminal aspect of arterial thrombi were observed on cryostat

sections of 14-pum thickness using confocal microscopy.*
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Statistical analysis

All data are presented as mean + SEM of at least 4 independent experiments. The exact number
of experiments for each test is indicated in the figure legends. Statistical comparisons were done
using a one-way ANOVA, followed by Benferroni multiple comparisons test. Data with P <0.05
were considered statistically significant.

The authors had full access to and take full responsibility for the integrity of the data. All authors

have read and agree to the manuscript as written.

Results

Characterization of EPCs

We followed the differentiation of PBMCs into EPCs in vitro using optical and confocal
microscopy. As shown in Figure 1, freshly isolated PBMCs at day 0 appear as single cells with
rounded morphology. Cultured in conditioned media, PBMCs start to assemble in colonies-like
structures with irregular size after 3 days of culture. At day 5, the colonies became more
organized and consist of a central cluster of round cells and sprouts of elongated cells at the
periphery, a characteristic of the Colony Forming Units-Endothelial Cells (CFU-EC). After 10
days, the cells form a monolayer of spindle-shaped flat cells characteristic of Endothelial Colony-
Forming Cells (ECFC). These cells were positive for Dil-AcLDL uptake and Ulex-lectin binding

(data not shown).

To further characterize the differentiation of PBMCs into EPCs, we employed flow
cytometry to quantify the expression of typical markers on the surface of the cells during their
differentiation (Figure 2). Cells were gated with respect to CD14/CD34 expression. We observed
that freshly isolated PBMCs highly expressed the pan-leukocyte markers CD14 (86% + 2%)
whereas the progenitor/endothelial markers CD34 and VEGFR2 were missing (Figure 2, black
overlay plots and bar graphs). After 10 days of culture, the progenitor/endothelial markers were
expressed (56% + 2% CD34 and 30% + 5% VEGFR-2), whereas the leukocyte marker CD14 was
absent (Figure 2, gray overlay plots and bar graphs). Based on these characteristics, we used
EPCs after 10 days in culture in the following experiments as it has been described in our

previous study.
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EPCs inhibit platelet aggregation and thrombus formation via a platelet P-selectin-
dependent pathway

The effect of EPCs on the formation of platelet thrombi was first assessed on the aggregation
process in vitro. Addition of EPCs to whole blood of WT mice inhibited collagen-induced
platelet aggregation in a concentration-dependent manner, ranging from 22% inhibition with 125
x 10° EPCs to 75% inhibition with 500 x 10° EPCs (Figure 3A and 3B). In contrast, EPCs were
unable to significantly affect platelet aggregation in P-sel”” mice (Figure 3C and 3D).

Having shown the importance of platelet P-selectin in mediating the inhibitory effect of
EPCs on platelet aggregation, we sought its role on thrombus formation in vivo using a murine
model of carotid thrombosis. Intravenous injection of increasing concentrations of EPCs in WT
mice resulted in an increment of arterial blood flow and prolongation of the time to occlusion in a
concentration-dependent manner (Figure 4). As for platelet aggregation, the highest rates of
blood flow were reached with a concentration of 500 x 10°> EPCs/mouse. In marked contrast, the
effects of EPCs on thrombus formation were not observed in P-sel” mice, in which injection of
500 x 10° EPCs had similar blood flows to control treated mice that received culture media
(Figure 4 insert).

To further analyze the characteristics of the formed thrombi, FeCls-injured carotid arteries
from WT and P-sel”’” mice were fixed immediately after completion of blood flow measurements
and subjected to histological and morphometrical analysis. Carotids, excised from mice treated
with culture media, were used as negative control. The circumferences of the arteries and thrombi
were measured by computer-assisted planimetry, and the thrombus size was reported as
percentage of total lumen area. In comparison to control- and PBMC- treated mice, in which
thrombus was completely occlusive (Figure 5A, panels A and B), thrombus size from EPC-
treated WT mice (500 x 10° cells) was significantly reduced by 47% (Figure 5A panel C and
Figure 5B). In contrast, P-sel”” mice treated with the same concentration of EPCs, showed no
significant reduction in thrombus size and the thrombus formed was almost occlusive (Figure 5A,
panel D and Figure 5B).

Hence, these results indicate that treatment of P-sel”” mice with EPCs had no detectable
effects on platelet aggregation or thrombus formation. This suggests that the presence of P-
selectin is of utmost importance, first to promote the interaction between EPCs and platelets and

second, to sustain their mechanism of action on platelet aggregation and thrombus formation.
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Recruitment of EPCs to the sites of injury depends on platelet P-selectin

The role of P-selectin in the regulation of EPCs on thrombus formation was further depicted by
analyzing the recruitment of EPCs into the injured sites. FeCls-injured carotid arteries from EPC-
and PBMC-treated mice, from both WT and P-sel”” groups, were immediately fixed following
blood flow measurements and were subjected to fluorescence confocal and immunohistochemical
analysis. EPCs were labeled with a photostable fluorescent cell tracker prior to their intravenous
injection in the mouse. Labeled EPCs were identified in the luminal aspect of the thrombi and
appear as a cluster of red fluorescent clumps in the carotids of WT mice (Figure 6, panel D),
while thrombi from P-sel”” mice showed significantly less incorporation, as testified by the
decrease in positive fluorescence obtained by the animals (Figure 6, panel G). Injured arteries
from unlabelled PBMC-treated mice, used as negative control, were void from any staining
(Figure 6, panel A). In accordance with morphometrical analysis, thrombi mass generated in
PBMC-treated mice showed complete occlusison of the carotid arteries (Figure 6, panel B)
whereas, carotids from mice treated with 500 x 10° EPCs gave a significantly smaller thrombi
mass, indicative of a partial occlusion of the respective arteries (Figure 6, panel E). As expected,
thrombi mass was majorly occlusive in P-sel”” mice treated with 500 x 10° EPCs (Figure 6, panel
H).

In another set of experiments, cross-histological sections of injured arteries from PBMC-
and EPC-treated mice were immunostained with an anti-CD34 antibody. CD34 positive cells
were uniformly distributed within the thrombus and along the vascular wall in EPC-injected mice
from WT group (Figure 6, panel F), but poorly distributed in mice from P-sel” group (Figure 6,
panel I). The carotids of PBMC-treated mice (negative control) showed no staining (Figure 6,
panel C).

In sum, these results confirm that, in addition to its role in mediating the adhesive
interaction of EPCs with platelets, P-selectin promotes and sustains the anti-thrombotic effects of

EPCs on platelet aggregation, and thrombus formation.

115



Discussion

The present study provides novel insights into the biology of PBMCs-derived EPCs and their
interaction with activated platelets. Specifically, we addressed the molecular requirements and
the mechanistic action of EPCs on platelet aggregation and thrombus formation, and have
highlighted the role of platelet P-selectin in this process. We found that EPCs inhibit platelet
aggregation in vitro, incorporate into the formed thrombi and along the vessel walls, and reduce
thrombus extent in vivo. Moreover, we provide evidence that the inhibitory action of EPCs on
platelet aggregation and thrombus formation is largely platelet P-selectin dependent.

Arterial thrombosis with its clinical cardiovascular complications is a multi-step process
which is initiated by the formation of a platelet aggregate in the cavity of the artery. Depending
on the mass of the generated thrombus, partial or complete obstruction of the blood flow may
occur within the injured artery which can lead in the case of coronary arteries to the acute
coronary syndrome and myocardial infarction. This process is governed by specific cell adhesion
molecules (CAMs) which induce homotypic and heterotypic binding between platelets and other
blood cells.” * Among these CAMs, P-selectin has emerged as an important cell-cell interaction
mediator which contributes, among others, to the recruitment of blood leukocytes13 and

5-8, 10, 14

circulating EPCs. In addition to its role in thrombosis and inflammation, P-selectin has

been shown to induce migration, homing and differentiation of EPCs at the sites of vascular
lesion.””

The role of EPCs in the maintenance of vascular integrity and as "repair" cells in response
to endothelial injury is well recognized. Indeed, EPCs circulate within the blood as "surveillance
cells," encountering only transitory contacts with the intact vascular endothelium. When vessel
damage occurs, EPCs are sued to engage, via autocrine and paracrine mechanisms, in the normal
response to injury. Requirement of vascular repair is communicated to circulating EPCs by
adherent/aggregated platelets at sites of vessel damage.

The use of ex vivo-expanded EPCs has been shown to improve re-endothelialization and
neovascularization of ischemic hind limbs and ischemic hearts in animal models, as well as in the

15-20, 30, 31 - -
7% 7" In particular, in a rat

prevention of hybrid graft thrombosis, restenosis and rejection.
model of chronic thrombosis, transplanted EPCs appear to alter the vein microenvironment by
up-regulating cytokines associated with thrombic re-organization and recanalization.”’ Moreover,

recent clinical studies have provided ample evidence that the use of EPC- capture stent
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conceivably limit the cascade of events leading to acute or subacute stent thrombosis and late

. 19,20
stent thrombosis. ™

Taken together, these results point out to the potential role that EPCs may
play in the management of thrombotic reactions. However, the direct effect of EPCs on the
formation of platelet aggregates, presumably a critical biological event during the initial phase of
thrombus formation has not been extensively studied. Nevertheless, in our previous work, we
have demonstrated that EPCs bind and inhibit platelet aggregation, in vitro, and reduce thrombus
formation in vivo.”> However, the lower numbers of EPCs incorporated into the capillaries after
ischemia in some experimental studies may not explain the strong therapeutic effect observed

after cell therapy.’”*

Therefore, the efficiency of EPC-induced neovascularization may not
solely be due to the incorporation of EPC into newly formed vessels, but may also be influenced
by the release of pro-angiogenic factors in paracrine manner. Indeed, data from our previous
study? and from other research reports have shown that EPCs can release various vasoactives
substances in the microenvironnement of the injury including angiogenic and growth factors,
vascular endothelial growth factor, hepatocyte growth factor, stromal-derived factor, granulocyte
colony-stimulating factor, insuline-like growth factor as well as prostacycline (PGI,) and nitric
oxide (NO).g’ 9. 18.21.24.3537 1y fact, PGI, and NO are well known thrombo-resistant factors which

18, 22

are released from EPCs in a high output in response to various stimuli. The release of anti-

platelet mediators near the damaged endothelium can enhance angiogenesis, inhibiting platelet

aggregation and limit thrombogenesis.”> ** %

In tissues, PGI, and NO act in paracrine manner
and have a short-life period as they are rapidly scavenged or metabolized. This may explain, in
part, our observations that the inhibitory effects of EPCs on platelet thrombi require a functional
link between EPCs and platelets to be fully realized. In this regard, it has been shown that P-
selectin can mediate the rolling of platelets on activated endothelium and various cell type
including EPCs. This adhesive interaction between EPCs and platelets via P-selectin may
enhance EPC activity and induce the generation of intracellular signals leading to the secretion of
various vasoactives and anti-thrombotic substances that can modulate the microenvironement of
the lesion and alter thrombus formation. However, this issue needs to be further addressed in
detail.

In our study, we have shown that the inhibitory effects of EPCs on platelet aggregation and

thrombus formation were mediated by EPC-platelet interactions via P-selectin-dependent

pathway. Our findings are in accordance with studies from other groups showing that blockade or
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lack of P-selectin drastically reduced the accumulation of EPCs on the surface of adherent
platelets on collagen under flow, and at the sites of endothelial denudation.® '® Accordingly, we
have adequately succeeded to demonstrate that in P-selectin deficient mice, the lack of P-selectin
had substantially compromised the adhesive interaction between EPCs and platelets and
consequently reversed the inhibitory effect of EPCs on platelet aggregation in vitro, and
thrombus formation in vivo. The importance of platelet interactions with EPCs was further
depicted in the recruitment of EPCs at the sites of injury. We have found that, indeed, the
proportion of EPCs recruited within the thrombus and along the vessel wall was diminished in P-
sel "~ compared to WT mice. These findings may be of important physiological relevance in the
process of vascular healing since EPCs must integrate into blood vessels and platelet thrombi to
improve neovascularization and limit thrombogenesis.

Our data reveals a new biological role for the interaction between EPCs and platelets via P-
selectin in the regulation of platelet aggregation and thrombotic reactions during vascular injury.
Thus, platelet P-selectin contributes to the trapping of EPCs, which may in turn limit

thrombogenesis and maintain hemostasis at the sites of vascular injury.
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Figure legends

Figure 1: Adherence, sequential changes and development of cultured cells are observed under
inverted optical microscopy. A) At day 0, freshly isolated PBMCs were plated on fibronectin and
the majority was non-adherent cells with rounded morphology. B) At day 3, the adherent cells
appeared either as single cells or as irregular colony-like structures. C) At day 5, colonies are
more defined and comprise a central cluster of round cells with elongated spindle-like cells at the

periphery. D) At day 10, cells showed a flat monolayer of spindle-shaped cells.

Figure 2: A) Representative overlay plots showing the expression of cell surface markers, as
determined by flow cytometry. Single color immunostaining of freshly isolated PBMCs at day 0
(black plots) and culture-derived EPCs at day 10 (gray plots), was performed with saturating
concentrations of mouse anti-human PE-conjugated monoclonal antibodies directed against
CD14, CD34 and VEGFR?2 surface markers. Overlay plots shown are presented as the number of
events over the log of associated fluorescence. B) Histogram represents the mean data + SEM of
at least 4 independent experiments of cell surface markers expression as assessed by flow

cytometry.

Figure 3: Effect of EPCs on collagen-induced platelet aggregation. Representative traces of
whole mouse blood aggregation from WT mice (A) or from P-sel” mice (C). Blood was pre-
incubated with different concentrations of EPCs in a 4-channel lumi-aggregometer under shear
(1,000 rpm) at 37°C. Platelet aggregation was initiated by adding collagen and then monitored
for 5 minutes. B and D) The mean data + SEM of 5 independent experiments, summarizing the
effects of different EPC concentrations on collagen- induced platelet aggregation in WT and P-

sel”” mice.

Figure 4: Inhibitory effect of EPCs on thrombus formation in the carotid artery of WT mice
infused with 125 x 10° cells/mouse (n =7), 250 x 10° cells/mouse (n = 7), or 500 x 10°
cells/mouse (n = 7). Control mice were infused with culture media (n = 7). Insert: Thrombus
formation in P-sel”” mice infused with culture media (n = 7) and the effects of EPCs infused at a

concentration of 500 x 10° cells/mouse (n = 7) Culture media or cells were infused and allowed
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to circulate for 5 minutes, followed by application of FeCls for 3 minutes, blood flow was

continuously monitored for 23 minutes post-FeCls injury.

Figure 5: A) Representative histological transverse sections of FeCls-injured mouse carotid
arteries treated with EPCs, PBMCs, or culture media (control) and stained with hematoxylin and
eosin. (Magnifications X20). Arterial thrombus mass was completely occlusive in control-and
PBMC-treated mice (panels A & B) and partially occlusive in arteries from EPC-treated mice
(panel C). Panel D represent the injured artery from P-sel” treated with 500 x 10° EPCs. B) Bar
graphs show the mean data £ SEM (n = 4) of cross-sectional area of arterial thrombi expressed as

percentage of lumen area.

Figure 6: Photomicrographs show fluorescent confocal imaging and immunostaining of mouse
carotid arteries after vascular injury. EPCs were labeled with intracellular fluorescence marker
(DiL) 1 hour prior to injection in WT (Panel D) and P-sel” (Panel G) mice and assessed by
confocal fluorescence on cryostat cross-sections. Panel A represent the injured arteries from non-
labeled PBMC-treated mice used as negative control. The corresponding Differential Interference
Contrast (D.I.C) of the identical sections of each carotid is shown on the right (panels B, E & H).
(Scale bar = 50 um). Anti-CD34 immunostaining of the injured arteries in EPC-treated mice
show that CD34 positive cells were uniformly distributed within the thrombus and along the
vessel wall in WT - but poorly distributed in P-sel”” mice confirming the recruitment of EPCs to
the luminal aspect of arterial thrombi in vivo (arrows in F and I). The cells in C are CD34

negative. The images are representative of at least 4 independent experiments.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Ces ¢études fournissent de nouvelles évidences sur la régulation de la fonction plaquettaire et la
thrombogenése par les EPCs. En effet, le role des plaquettes dans la migration, le recrutement et
la différentiation des EPCs aux sites de 1ésions vasculaires est relativement bien caractérisé mais
I’effet des EPCs sur la fonction plaquettaire et par conséquent sur la formation du thrombus reste
largement inexploré. Les objectifs spécifiques de ce projet étaient de différencier des EPCs
fonctionnelles a partir de culture de PBMCs, d’étudier leurs effets sur la fonction générale des
plaquettes in vitro et, subs€équemment, de définir leur role dans la thrombogenése in vivo.

Les principaux résultats de ces études révelent que les EPCs dérivées de la culture des
PBMCs interagissent avec les plaquettes activées via la P-sélectine plaquettaire, inhibent
I’adhésion, 1’activation et 1’agrégation plaquettaire in vitro, essentiellement par une sécrétion
paracrine impliquant la PGL. En utilisant une lignée de souris sauvages et P-sel”, nous avons
démontré que les EPCs inhibent I’agrégation plaquettaire du sang complet chez les souris
sauvages, mais non pas chez les souris P-sel”. De plus, dans un modéle murin de thrombose
carotidienne chez la souris nous avons trouvé que les EPCs s’incorporent au niveau des sites de
Iésion vasculaire et altérent la formation du thrombus en réduisant considérablement sa masse.
Par contre, chez les souris P-sel”, I’'impact des EPCs sur ’agrégation plaquettaire et la formation
du thrombus n’avait pas d’effet significatif.

La mobilisation et le recrutement des EPCs a partir de la moelle osseuse représentent une
forme de thérapie cellulaire prometteuse dans la réparation vasculaire. Toutefois, 1’application
thérapeutique des EPCs est limitée par leur faible proportion dans le sang (0.0001%).°” La
culture et I’expansion des EPCs in vitro s’avérent d’une grande importance afin de procurer un
nombre adéquat de cellules pour leur caractérisation et leur application thérapeutique. Les
PBMCs regroupent plusieurs populations de cellules qui possédent la capacité de se différencier,
in vitro, en EPCs.”"3%% 7 En particulier, les cellules CD147/CD34" qui représentent la fraction la
plus commune et la plus abondante de la lignée mononcytaire, constituent une source possible de

’ r1: 48, 52, 80, 81
précurseurs endothéliaux.™ °~ ™

En effet, cette fraction de PBMCs peut étre sélectionnée et
différenciée in vitro en EPCs en utilisant plusieurs approches.”” Mises en culture en présence de
facteurs de croissance angiogéniques, cette population monocytaire se différencie en deux types
d’EPCs : les "early"- et "late" EPCs avec des propriétés morphologiques, phénotypiques et

50, 52, 58, 69, 83, 88, 398

fonctionnelles distinctes. Par ailleurs, ces cellules ont montré une application
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thérapeutique potentielle en régénération vasculaire, en ingénierie tissulaire et en thérapie
cellulaire.%> 7>7+7°
Les "early" EPCs sont obtenues en cultivant les PBMCs pour une période de quatre a sept

3, 58, 399

jours. Morphologiquement, les "early" EPCs est une population hétérogene formée d’un

amas de cellules rondes et fusiformes. Elles possédent un faible taux de prolifération®® et

. N . 4
survivent entre deux a quatre semaines en culture.”” ®

Un nombre important d’études
fonctionnelles ont utilisé des "early" EPCs puisqu’elles étaient capables de favoriser le processus
de néovascularisation in vivo.”” Ces cellules possédent quelques caractéristiques phénotypiques
des cellules endothéliales : elles lient I’Ulex-lectine, internalisent I’ Ac-LDL et expriment certains
marqueurs endothéliaux (CD34, VEGFR2, vWF et VE-Cad).’” Bien que plusieurs marqueurs
soient partagés entre les "early"- et "late" EPCs, le niveau d’expression de chaque marqueur peut
varier de fagon individuelle. Par exemple, dans les "early" EPCs, on note une faible expression
de CD34 et une forte expression de CD31, VEGFR2 et VE-Cad.” Contrairement aux cellules
endothéliales matures, les "early" EPCs partagent des caractéres communs avec la lignée
myéloide parce qu’elles expriment des marqueurs leucocytaires comme le CD14 et le CD45.%
Les "early" EPCs sont incapables de former un réseau vasculaire ("vascular network") in vitro,*”
% mais elles peuvent adhérer aux cellules endothéliales et promouvoient I’angiogenése par un
mécanisme paracrine.®

Les "late" EPCs sont obtenues en cultivant les PBMCs pour une période de deux a trois
semaines.”® *® A Dinverse des "early" EPCs, les "late" EPCs présentent une morphologie
pavimenteuse uniforme ("cobblestone morphology"), se divisent & un grand rythme et peuvent
survivre jusqu'a quatre semaines en culture.’” Les "late" EPCs sont capables de former un réseau
vasculaire in vitro et peuvent s’incorporer dans les vaisseaux néoformés "in situ".”® ® Bien que
les "late" EPCs partagent plusieurs caractéristiques avec les "early" EPCs, elles n’expriment pas
les marqueurs leucocytaires CD14 et CD45 et possédent des propriétés fonctionnelles
distinctes.”” De ce fait, et en se basant sur les caractéristiques morphologiques, phénotypiques et
fonctionnelles, les "late" EPCs ressemblent plus aux cellules endothéliales que les "early" EPCs.

Dans la premiere partie de notre ¢étude, nous sommes parvenus a différencier

52, 69
77 en ensemengant des PBMCs sur

adéquatement des EPCs selon une méthode standardisée,
une surface de fibronectine dans un milieu spécifique (Endocult™) qui a été congu pour

permettre la différentiation des EPCs humaines a partir des PBMCs. Dans de telles conditions,
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les PBMCs subissaient des transformations morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles
importantes. En effet, les PBMCs fraichement isolées étaient une population de cellules de forme
ronde et de taille irréguliére. Apres cinq jours de culture, ces cellules donnaient naissance a des
colonies qui consistaient en un noyau de cellules rondes au centre entouré par une couronne de
cellules fusiformes en périphérie (résultats non-publiés). Ces colonies disparaissaient apres dix
jours de culture et étaient remplacées par une monocouche de cellules minces et aplaties. Ces
deux types de cellules différenciées étaient positifs pour 1’Ulex-lectine et I’Ac-LDL (marqueurs
conventionnels des EPCs). Parallélement, au cours de leur différentiation, les cellules perdaient
progressivement les marqueurs leucocytaires (CD14, PSGL-1 et L-sélectine) et exprimaient
certains marqueurs progéniteurs/endothéliaux (CD34, VEGFR2, vWF et VE-Cadhérine).

Dans le cadre de notre ¢étude, les effets des EPCs sur la fonction plaquettaire et la
thrombogenese ont été évalués avec les deux types d’EPCs obtenus apres cing et dix jours de
culture. Cependant, et puisque les effets majeurs étaient observés avec les EPCs au dixiéme jour,
nous avons considéré ces dernieéres comme étant des vraies EPCs ou des EPCs fonctionnelles. De
plus, nous précisons que le but principal de cette étude n’était pas destiné a caractériser les
différentes populations d’EPCs obtenues par culture de PBMCs mais plutot d’étudier les effets
des EPCs sur la fonction générale des plaquettes. Par ailleurs, ce type d’EPCs différenciées au
dixiéme jour présentait des caractéristiques morphologiques et phénotypiques identiques aux
"late" EPCs décrites ci-haut. Toutefois, et étant donné que la période de culture de ces EPCs (dix
jours) se situait a la limite entre les deux populations, nous croyons vraisemblablement que ces
cellules consistaient en une population hétérogéne d’EPCs dans les deux stades de
différentiation : "early"- et "late" EPCs. En effet, dans le dixieme jour de culture, seulement 63%
de cellules sont CD34" ce qui confirme davantage 1’hétérogénéité de cette population d’EPCs.
Aussi, il est fort probable que cette population d’EPCs contenait quelques cellules endothéliales
matures ou que les conditions de culture favorisaient la différentiation des EPCs en un phénotype
endothélial mature. Mais, contrairement aux cellules endothéliales matures, nos EPCs
n’exprimaient pas la protéine endothéliale eNOS. Ceci n’exclut pas cependant que ces cellules
¢taient possiblement en voie de différentiation en des cellules endothéliales matures. Toutefois,
ce processus se produit normalement aprés deux ou trois semaines de culture in vitro®® ’? ou
aprés le recrutement des EPCs dans les tissus 1ésés in vivo.” Pour cela, et en se basant sur les

caractéristiques morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles nous croyons que les EPCs qui
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ont été obtenues apres dix jours de culture ressemblaient mais n’étaient pas de vraies cellules
endothéliales.

Cependant, il n’était pas assez clair si cette population reflétait des stades de
différentiation distinctes entre ’hémangioblaste et les cellules endothéliales matures ou si elle
dérivait de précurseurs différents.”® Cette complexité résidait dans le fait que notre population de
départ contenait plus qu'un seul type de précurseurs endothéliaux et que, initialement, nous
n’avons sélectionné aucun marqueur spécifique. Cette hétérogénéité¢ se reflétait aussi dans les
différences morphologiques et phénotypiques des cellules dans les premiers jours de culture.
Ceci reposait sur la nature hétérogene de la population de PBMCs qui regroupait 25% de cellules
CD14" et 75% de cellules CD14 (résultats non-publiés). Or, notre décision de travailler avec une
telle population hétérogeéne était basée sur I’idée que les méthodes de purification usuelles (billes
magnétiques, enrichissement cellulaire) pouvaient affecter la viabilit¢ des EPCs ou exclure les
cellules possédant un potentiel progéniteur. En conséquence, le nombre des cellules isolées dans
une population donnée et [Defficacité du processus de différentiation pourront étre
considérablement réduits. Ainsi, en travaillant dans des conditions de culture optimales et en
utilisant un milieu de culture spécifique nous étions capables de générer des EPCs fonctionnelles
a partir des PBMCs.

De point de vue fonctionnel, la capacité des cellules a influencer la fonction plaquettaire
et la formation du thrombus augmentait en fonction de leur degré de différentiation/temps de
culture. Ceci se traduisait par une inhibition partielle de 1’agrégation plaquettaire en présence de
surnageant des EPCs au cinquiéme jour (résultats non-publiés) et par une inhibition compléte de
I’activation, 1’adhésion et 1’agrégation plaquettaire en présence de surnageant des EPCs au
dixiéme jour. Au niveau cellulaire, cette propriété inhibitrice des EPCs est associée avec une
augmentation graduelle de I’expression des enzymes inductibles COX-2 et iNOS entre le
premier, le cinquiéme et le dixieme jour de culture (résultats non-publiés pour le cinquieéme
jour). Cette augmentation de I’expression de COX-2 et d’iNOS résultait en une sécrétion de PGI,
et du NO qui correspondait au méme profil d’expression des deux enzymes inductibles. Ces
résultats faisaient le lien entre I’effet cellulaire exercé par les EPCs sur la fonction plaquettaire et
le mécanisme moléculaire sous-jacent.

Dans la thérapie cellulaire, la sécrétion des facteurs paracrines par les cellules souches et

les EPCs semble étre une composante majeure de 1’effet thérapeutique observé.” 2" *%° Plys
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spécifiquement, les EPCs ont démontré la capacité de sécréter un nombre important de facteurs
de croissance angiogénique. Cette propriété peut expliquer, au moins en partie, 1’effet bénéfique
sur la néovascularisation suite a la transplantation des EPCs dans les modéles animaux.’> **De
fagon similaire, le role potentiel des EPCs dans la régulation de la fonction plaquettaire est
facilité probablement par la sécrétion des facteurs thrombo-résistants tels que la PGI, et le NO,
qui sont des puissants agents anti-plaquettaires.”* En conditions physiologiques, ces substances
vasoactives sont capables d’inhiber I’agrégation plaquettaire, de prévenir la prolifération

258, 401 , ,
" En effet, nous avons démontré

néointimale et de favoriser la relaxation du tonus vasculaire.
que les EPCs surexprimaient COX-2 et iNOS de fagon spécifique pendant leur différentiation et
produisaient activement la PGI, et le NO. Etonnement, les effets des EPCs sur la fonction
plaquettaire ont €été renversés par I’inhibition de COX, tandis que I’inhibition du NOS ou la
chélation du NO n’avaient aucun effet significatif. Dans les systemes biologiques, la synthése de
la PGI, a partir de 1’acide arachidonique est catalysée par la forme constitutive (COX-1) ou
inductible (COX-2) de la cyclooxygénase, alors que le NO est généré par une des trois
synthétases de 1’oxyde nitrique : nNOS, eNOS ou iNOS. Dans les cellules endothéliales, la PGI,
et le NO sont principalement générés par COX-2 ** et eNOS, *** respectivement. Dans notre
¢tude, nous avons désigné la PGI, comme étant le médiateur principal impliqué dans I’inhibition
de la fonction plaquettaire par les EPCs. Ceci était basé sur nos observations que les PBMCs
exprimaient COX-1 de fagon constitutive mais ne produisaient pas de PGI,, tandis que les EPCs
surexprimaient spécifiquement COX-2 et produisaient la PGI, qui a été inhibée par
I’indométhacine. Cependant, 1’indométhacine est un inhibiteur non-sélectif des COXs qui peut
inhiber la sécrétion des prostaglandines, de la thromboxane et de la PGIL,. D’ailleurs, les
plaquettes expriment des récepteurs pour la PGI,, la TXA,, la prostaglandine E, (PGE;) et la

prostaglandine D, (PGDZ),404

qui possedent tous la capacité d’affecter la fonction plaquettaire.
Or, parmi ceux-ci, le récepteur de la PGI, est le récepteur majeur des prostaglandines qui
maintient les plaquettes a 1’état inactif par une voie dépendante de 1’activation de I’adénylate
cyclase. D’autre part, la TXA; est un activateur plaquettaire tandis que la PGE; exerce un effet
bivalent sur les plaquettes, et le récepteur de la PGD, est le récepteur des prostanoides le moins
abondant et le moins caractérisé sur la surface des plaquettes. Ainsi, la PGI, semble étre

I’inhibiteur plaquettaire principal dérivant des EPCs. Dans notre étude, les concentrations

¢levées du NO sécrété par les EPCs peuvent étre corrélées a une haute expression d’iNOS, alors
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que I’expression d’eNOS est négligeable dans les EPCs. Notre résultat est en accord avec une
¢tude récente démontrant qu’iNOS et non pas eNOS est exprimé dans les EPCs dérivées de la
culture du sang périphérique.*”> La faible expression d’eNOS dans les EPCs dérivées de la
culture du sang périphérique peut étre due au fait que ces derniéres ne sont pas de vraies cellules
endothéliales matures et optent a produire le NO a I’image des monocytes/macrophages, c'est-a-
dire, par une surexpression d’iNOS. Ceci nous permet de spéculer que le niveau du NO produit
via iINOS n’est pas suffisant pour affecter la fonction plaquettaire. D’autre part, le role d’iNOS
dans les EPCs semble étre plus important dans 1’angiogenése, probablement en favorisant le
recrutement des EPCs au niveau de I’endothélium endommagé.*”* En somme, ceci peut justifier,
en partie, nos conclusions que les effets inhibiteurs exercés par les EPCs sur la fonction
plaquettaire in vitro, sont dépendants de 1’action de la PGI; plutdt que celle du NO. Ceci n’exclut
pas le role du NO produit par les EPCs comme étant un facteur régulateur impliqué dans la
deuxiéme phase de la réparation vasculaire, incluant I’angiogenése.*”> Cependant, ce phénoméne
nécessite encore plus de recherches.

De fortes évidences suggerent que les plaquettes jouent un role important non seulement
dans 1’hémostase et la thrombose, mais aussi dans I’inflammation et la réparation tissulaire a
travers des mécanismes de sécrétions paracrines et/ou des interactions directes avec les autres
cellules sanguines et endothéliales.*® **” Récemment, il a été clairement démontré que les
plaquettes favorisent le recrutement et la différentiation des EPCs aux sites de 1ésion vasculaire
via des mécanismes concertés incluant le chimiotactisme, la migration et 1’intégration des EPCs

. . 101, 106-109, 111, 121, 122
dans les tissus cibles.” i

Réciproquement, nous avons démontré que les EPCs
peuvent influencer la fonction des plaquettes et moduler leurs propriétés thrombogéniques au
cours de la lésion vasculaire. Dans le but d’analyser et de caractériser I’action des EPCs sur la
fonction plaquettaire, nous avons premierement démontré que les EPCs dérivant des PBMCs se
liaient aux plaquettes activées de fagon dépendante de la P-sélectine plaquettaire. Ces résultats
sont en accord avec des études antérieures qui ont démontré que les interactions adhésives entre
les plaquettes et les EPCs se produisent principalement via la P-sélectine et son récepteur de
haute affinité, le PSGL-1, une interaction qui semble dicter leur fonctionnement au cours de la
réparation vasculaire.'’® 1% 111 121388 Cependant, nous ne sommes pas parvenus a démontrer

I’expression du PSGL-1 a la surface des EPCs apres dix jours de culture. De plus, un traitement

anti-PSGL-1 était incapable de réduire la liaison des EPCs aux plaquettes activées. En
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conséquence, au dixiéme jour, nous avons constaté une diminution de la liaison des EPCs aux
plaquettes activées par rapport a celle des EPCs du cinquiéme jour (résultats non-publiés). Ceci
suggere que d’autres médiateurs peuvent étre impliqués dans la liaison des EPCs aux plaquettes,
tels que les récepteurs-2 et -4 de la chémokine CXC, et les intégrines ;- et B, qui participent au
recrutement des EPCs aux sites de 1ésion vasculaire.'”" "' On ne peut pas négliger, toutefois,
le fait que le PSGL-1 était impliqué dans la liaison des EPC aux plaquettes dans la premiére
phase de différentiation (c’est-a-dire entre le premier et le cinquieme jour de culture). Ceci était
confirmé par le fait que le PSGL-1 était exprimé sur les EPCs aprés cinq jours de culture et
qu’un traitement anti-PSGL-1 inhibaient complétement la liaison de ces EPCs aux plaquettes
activées (résultats non-publiés).

La baisse de liaison entre les EPCs et les plaquettes aprés dix jours de culture peut étre
expliquée par le changement dynamique dans I’expression des récepteurs cellulaires de surface et
par la syntheése des facteurs inhibiteurs des plaquettes par les EPCs. En effet, au cours de la
différentiation cellulaire, nous avons observé une diminution progressive de I’expression des
marqueurs leucocytaires et une augmentation de I’expression de marqueurs progéniteurs. En
particulier, nous avons noté une diminution significative dans 1’expression du PSGL-1 et une
augmentation importante de la syntheése de la PGI, et du NO, apportant ainsi une explication
possible pour la baisse de liaison des plaquettes activées aux EPCs aprés dix jours de culture.
Ces résultats nous permettent de croire que la cinétique de I’interaction EPCs-plaquettes est
composée de deux phases. La premiere phase est celle qui suit immédiatement 1’adhésion
plaquettaire sur la surface thrombogénique. Cette phase est caractérisée par une interaction entre
les EPCs et les plaquettes mettant en jeu le PSGL-1 des EPCs et la P-sélectine des plaquettes.
Les EPCs et les plaquettes adhérées au niveau du site de la 1ésion vont favoriser le recrutement
d’autres EPCs et plaquettes en circulation propageant ainsi la réponse hémostasique envers le
traumatisme vasculaire. De plus, ces EPCs vont initier le processus d’angiogenése par une
sécrétion paracrine de facteurs pro-angiogéniques. Dans les heures et les jours qui suivent le
recrutement primaire des EPCs, ces derni¢res vont s’intégrer dans la paroi vasculaire
endommagée, se différencier en un phénotype endothélial mature et favoriser le processus de
réparation endothéliale. Au niveau cellulaire, cette deuxieéme phase est marquée par la disparition
du PSGL-1 (donc une habilit¢ moindre a lier les plaquettes activées) et une sécrétion accrue de

facteurs angiogéniques et anti-thrombotiques. En plus de la baisse de liaison des EPCs aux
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plaquettes, I’incubation des plaquettes avec le surnageant des EPCs du jour dix résultait en une
inhibition profonde de 1’activation plaquettaire. Ce phénomeéne était démontrée par I’inhibition
de la translocation de la P-sélectine et de I’activation de la GPIIb/IIla, dont toutes les deux sont
impliquées dans la formation et la stabilisation du thrombus.*”® ** Aussi, I’impact fonctionnel
des EPCs sur les plaquettes a ¢été souligné dans leurs effets inhibiteurs sur 1’agrégation
plaquettaire induite par la thrombine et le collagéne et sur 1’adhésion plaquettaire sur une surface
de collagéne perfusée avec du sang complet.

Dans la deuxieme partie de notre étude, nous avons cherché a comprendre la signification
physiologique de ’action des EPCs sur la fonction plaquettaire in vivo, en utilisant un mod¢le
standardisé de thrombose carotidienne chez la souris.*'’ L’infusion des EPCs chez des souris du
type sauvage altérait la formation du thrombus ce qui résultait en une occlusion incompléte de
’artére avec un débit résiduel de 50%. De plus, les EPCs infusées s’incorporaient au niveau de la
paroi vasculaire endommagée et dans le thrombus en réduisant significativement sa masse. Les
effets inhibiteurs des EPCs sur la fonction plaquettaire et la formation du thrombus nous ont
incités a pousser plus loin notre étude et de rechercher le mécanisme d’action cellulaire régissant
I’action des EPCs sur I’agrégation plaquettaire et la formation du thrombus.

La thrombose artérielle est un processus complexe qui est initié par la formation d’un
agrégat plaquettaire ou thrombus blanc dans les cavités artérielles. Selon la masse du thrombus
formé, une obstruction compléte ou partielle du courant sanguin pourra se produire au niveau de
la 1ésion vasculaire, engendrant des épisodes d’angine de poitrine, suivies par une ischémie ou un
infarctus du myocarde. Ce processus de formation d’agrégat plaquettaire est gouverné par des
molécules d’adhésion cellulaires spécifiques qui induisent des interactions homotypiques et

411
366411 Dang ce contexte, la P-

hétérotypiques entre les plaquettes et les autres cellules sanguines.
s¢lectine plaquettaire est un médiateur important dans les interactions cellulaires et contribue,
parmi d’autres, au recrutement des plaquettes et des leucocytes dans le thrombus et au niveau de

412

la matrice sous-endothéliale. En plus de son role dans la thrombose et I’inflammation, la P-

sélectine est largement impliquée dans le processus de recrutement et de différentiation des EPCs
aux sites de Iésions vasculaires.'°® 0% 111 121122

Etant donné que la P-sélectine plaquettaire représente la molécule maitresse impliquée
dans les interactions adhésives entre les EPCs et les plaquettes, nous avons posé I’hypothése que

les effets inhibiteurs des EPCs sur les plaquettes dépendaient de la P-sélectine. Pour valider cette
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hypothése, nous avons eu recours a des souris sauvages et P-sel”, chez lesquelles nous avons
examiné 1’effet des EPCs sur 1’agrégation plaquettaire dans le sang complet in vitro, et sur la
formation du thrombus, in vivo. Les résultats obtenus révélaient que les EPCs étaient capables
d’inhiber I’agrégation plaquettaire de maniére dépendante de la concentration chez les souris
sauvages, mais non pas chez les souris P-sel”. De plus, les EPCs infusées dans les souris
sauvages altéraient la formation du thrombus, s’incorporaient au niveau de la paroi vasculaire
lésée et dans le thrombus en formation et réduisaient considérablement sa masse. Par contre,
chez les souris P-sel”, les EPCs infusées n’avaient aucun effet significatif.

Le role des EPCs dans le maintien de I’intégrit¢ vasculaire en tant que cellules
"réparatrices" de 1I’endothélium endommagé est bien reconnu. En effet, les EPCs circulent dans
le sang dans un mode de "surveillance" et entreprennent de contacts transitoires avec la paroi
vasculaire intacte. Cependant, quand un endommagement artériel se produit, les EPCs
s’engagent, de facon autocrine et paracrine, dans la réponse de I’organisme a la Iésion. Le besoin
d’une réparation vasculaire est communiqué aux EPCs circulantes par les plaquettes
adhérentes/agrégées. L’utilisation des EPCs cultivées in vitro a démontré une application
thérapeutique dans la ré-endothélialisation et la néovascularisation des tissus ischémiques, ainsi
que dans la prévention de la thrombose, de la resténose et du rejet des prothéses vasculaires
implantées in vivo.”> 7% 77 137 251- 235 Ajngj dans un modéle de thrombose des veines profondes
chez le rat, la transplantation d’EPCs semble altérer le microenvironnement de la 1ésion ce qui se
traduit par une recanalisation et un remodelage du thrombus.”® De plus, dans des études
cliniques récentes, 1’utilisation de stents capteurs d’EPCs lors de 1’angioplastie coronarienne
réduisait le risque de la thrombose tardive du stent.”” ”” En somme, ces données soulignent le
role potentiel que peuvent jouer les EPCs dans la régulation des réactions thrombotiques.

Dans notre étude, I’injection des EPCs chez la souris sauvage ayant subi la lésion
carotidienne altérait la formation du thrombus conduisant & une occlusion incompléte de 1’artere
avec un flux résiduel de 50%. Ces résultats ont un impact physiopathologique important étant
donné que la réponse hémostasique a la 1ésion vasculaire comprend 1’adhésion, 1’activation, et
I’agrégation des plaquettes, suivi par le recrutement d’autres plaquettes, leucocytes, et
probablement d’EPCs circulantes. Le recrutement des EPCs circulantes au niveau de sites de
Iésions vasculaires peut contribuer en premier lieu, a atténuer la réaction thrombotique aigué et

ensuite a promouvoir le processus de ré-endothélialisation et de réparation vasculaire. En effet,
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I’incorporation des EPCs dans le thrombus peut empécher le recrutement secondaire des
plaquettes ce qui contribuera a limiter/déstabiliser la formation du thrombus. Ceci aura comme
conséquence de favoriser le processus d’endothélialisation et de réparation vasculaire a long
terme. Cependant, le faible nombre d’EPCs incorporées dans les vaisseaux néoformés apres
I’ischémie ne refléte pas D’effet bénéfique observé apres la thérapie cellulaire. Pour cela,
I’efficacité de la néovascularisation induite par les EPCs peut étre due non seulement a
I’incorporation des EPCs dans les vaisseaux mais aussi a la sécrétion de facteurs pro-

65, 68. 113 gy effet, les EPCs en culture sont en mesure de

angiogéniques de maniere paracrine.
sécréter une variété de substances vasoactives dans le microenvironnement de la 1€sion telle que
le VEGF, HGF, SDF, G-CSF, ILF-I, ainsi que la PGI, et le NO.>* 7% 86 87. 109, 122, 201, 256 gy
particulier, la PGI; et le NO sont des puissants agents anti-plaquettaires et thrombo-résistants qui
sont abondamment sécrétés par les EPCs en réponse a de nombreux stimuli.”* >’ Cette sécrétion
de facteurs anti-thrombotiques au niveau de la paroi vasculaire endommagée peut favoriser
I’angiogénése, inhiber ’agrégation plaquettaire et altérer la formation du thrombus.””** Dans
les tissus, la PGI; et le NO agissent de manicre paracrine, possédent un temps de demi-vie assez
bref et sont rapidement métabolisés ou séquestrés. Ceci peut justifier notre observation que
I’effet inhibiteur des EPCs (via la PGI,) sur I’agrégation plaquettaire requérait un rapprochement
étroit ou un bref contact entre les EPCs et les plaquettes pour qu’il puisse se produire de fagon
efficace. Dans cette perspective, il a ét¢ démontré que la P-sélectine facilite le roulement des
plaquettes sur I’endothélium activé et sur une variété de cellules y compris les EPCs. Cette
interaction adhésive entre les EPCs et les plaquettes via la P-sélectine va amener les EPCs en
contact avec les plaquettes adhérées permettant a la PGI, d’agir localement de maniere efficace.
En outre, cette interaction peut stimuler I’activité des EPCs et induire la génération de signaux
intracellulaires conduisant a la sécrétion d’un nombre important de substances vasoactives et
anti-thrombotiques capables de moduler le microenvironnement de la Iésion et altérer la
formation du thrombus. Toutefois, cette hypotheése nécessite encore plus d’investigations.

Dans notre étude, nous avons démontré que 1’inhibition de 1’agrégation plaquettaire et de
la formation du thrombus était médiée par une interaction adhésive entre les EPCs et les
plaquettes, mettant en jeu la P-sélectine plaquettaire. Ces résultats sont en accord avec d’autres
¢tudes qui ont démontré que l’absence ou le blocage de la P-sélectine réduisait de fagon

dramatique 1’accumulation des EPCs sur une monocouche de plaquettes adhérentes sur une
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N . . r . £1: 108, 109, 122
surface de collagene et au niveau des sites de dénudation endothéliale. ™

Par analogie,
nous avons adéquatement réussi a démontrer que chez les souris P-sel””, ’absence de la P-
s¢lectine a substantiellement compromis I’interaction adhésive entre les plaquettes et les EPCs et
a renversé 1’effet inhibiteur des EPCs sur 1’agrégation plaquettaire, in vitro, et sur la formation
du thrombus in vivo. Bien que 1’expression de la P-sélectine par les plaquettes joue un réle
important dans le mécanisme d’action des EPCs, leurs effets prédominants sont médiés
essentiellement par une sécrétion paracrine, impliquant la PGI,. Néanmoins, un rapprochement
étroit ou un bref contact entre les EPCs et les plaquettes est requis pour que cette fonction soit
compleétement réalisée. En fait, il semble que le mécanisme d’action des EPCs sur la formation
du thrombus plaquettaire est composé virtuellement de deux étapes : une bréve interaction
cellulaire suivie d’une sécrétion paracrine de substances anti-thrombotiques.

L’importance de D’interaction EPC-plaquette a été aussi mise en évidence dans le
processus de recrutement des EPCs au niveau des sites de lésion. Nous avons trouvé que le
nombre d’EPCs recrutées dans le thrombus et au niveau de la paroi vasculaire est visiblement
réduite chez les souris P-sel” en comparaison avec les souris sauvages. Ces résultats ont une
retombée physiologique importante puisque les EPCs doivent s’intégrer dans les vaisseaux 1ésés
et dans le thrombus plaquettaire afin de promouvoir le processus d’angiogenese et limiter la
thrombogeneése.

En conclusion, notre étude démontre, pour la premicre fois, que les EPCs dérivées de la
culture du sang humain périphérique, peuvent réguler 1’adhésion, 1’activation et 1’agrégation
plaquettaire, in vitro, et altérer la formation du thrombus in vivo. Aussi, nous avons étudié les
interactions adhésives entre les EPCs et les plaquettes et nous avons démontré que la P-sélectine
plaquettaire participe a ce processus en constituant la voie d’interaction majeure. De plus, nous
avons identifié¢ les principaux facteurs anti-plaquettaires sécrétés par les EPCs et nous avons
désigné la PGI, comme étant I’effecteur principal. De surcroit, nous avons €lucidé le mécanisme
d’action de I’effet inhibiteur des EPCs sur la formation du thrombus plaquettaire et nous avons
identifié les éléments nécessaires pour que cet effet soit complétement réalisé soit la sécrétion de
PGI; par les EPCs et I’expression de la P-sélectine par les plaquettes. En plus de leur implication
dans 1’angiogenese et la réparation vasculaire, notre étude impute aux EPCs un rdle important

dans la régulation de la fonction plaquettaire et dans la formation du thrombus. Ceci contribuera
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certes a maintenir 1’homéostasie vasculaire en limitant la propagation de la réaction

thrombotique aux sites de Iésions vasculaires.
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Conclusions et directions futures
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Les résultats de ces études révelent un nouveau role pour les EPCs dans la régulation de la
fonction plaquettaire et la formation du thrombus. De plus, au cours de ces études, nous avons
identifi¢ le facteur soluble sécrété par les EPCs et responsable de I’action inhibitrice sur les
plaquettes. D’autre part, nous avons étudié les interactions adhésives entre les EPCs et les
plaquettes et nous avons déterminé la voie d’interaction majeure. Dans cette perspective, en
utilisant des lignées de souris sauvages et déficientes en P-sélectine plaquettaire, nous avons
¢lucidé les mécanismes d’action des EPCs sur I’agrégation plaquettaire et la formation du
thrombus et nous avons mis en évidence le role de la P-sélectine dans ces processus. Cependant,
encore bien des interrogations se dressent et nécessitent d’étre abordées.

Généralement, des stratégies doivent étre élaborées pour accroitre le nombre d’EPCs
permettant I’expansion d’un nombre adéquat de cellules pour les applications thérapeutiques. De
plus, il y a un besoin urgent de standardiser les protocoles d’isolation et de culture d’EPCs pour
optimiser leurs applications thérapeutiques. En effet, les différentes méthodes d’isolation et de
culture des EPCs entre les laboratoires contribuent a faire varier les résultats découlant de leurs
applications thérapeutiques. En conséquence, il sera bien difficile de comparer les effets
thérapeutiques des différentes populations d’EPCs (par exemple "late" EPCs versus "early"
EPCs). De méme, les stratégies pour augmenter la rétention et la survie de cellules transplantées
méritent d’étre développées. Le moment d’administration des cellules, les conditions cliniques
appropriées, le nombre cellulaire optimal et surtout la sécurité de transplantation cellulaire sont
des ¢éléments qui doivent étre bien définies.

L’utilisation des EPCs comme arsenal thérapeutique dans le traitement des maladies
cardiovasculaires dépend du progrés qu’on effectue dans la compréhension de leur biologie. Pour
cela, il s’avere important d’élargir notre connaissance la cascade de mobilisation, de recrutement,
de survie et de différentiation dans les tissus cibles. Dans ce contexte, I’ingénierie génétique des
EPCs peut fournir une stratégie importante pour augmenter leur biodisponibilité.

Cependant, les questions spécifiques que soulévent notre étude et qui méritent d’étre examinées
sont :

I- Quels sont les autres récepteurs adhésifs impliqués dans I’interaction EPCs-plaquettes ?

2- Quel rdle peut jouer la P-sélectine plaquettaire dans la génération de signaux intracellulaires

chez les EPCs ?
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3- Quel est I’effet de développement des EPCs modifié¢es génétiquement (EPCs transfectées)
sur I’interaction EPCs-plaquettes et sur la fonction plaquettaire?

4- Quelle est I’influence de la sévérit¢ de I’endommagement artériel sur le recrutement des
EPCs ?

La résolution de ces questions suscitera certainement plusieurs projets de recherche dans
un avenir prochain. Les résultats qui en découleront apporteront sans doute une contribution
importante a nos connaissances sur la biologie des EPCs et sur leur role potentiel dans
I’angiogenese et la réparation vasculaire. De plus, ces réponses vont mettre en perspective
I’importance de I’interaction EPC-plaquette dans la régulation de la fonction plaquettaire et la
formation/remodelage du thrombus plaquettaire aux sites de lésion vasculaire. Par ailleurs, nous
serons probablement en mesure de mieux comprendre la dualité dans le réle des EPCs, quant a
leur capacité de se lier avec les plaquettes en premier lieu et ensuite a leur capacité d’inhiber la

fonction plaquettaire.
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