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Résumé

L’immunosuppression a permis d’améliorer l'incidence du rejet aigu sans toutefois améliorer
significativement le rejet chronique. Celui-ci est caractérisé par une vasculopathie du greffon (VG)
similaire a une forme accélérée d’athérosclérose native accompagnée de fibrose. La
pathophysiologie de la VG découle de I'hypothése de réponse a l'insulte proposée par Russell Ross
en 1977. Selon son postulat, I'endothélium stressé par des facteurs immunologiques et non
immunologiques initie 'apoptose endothéliale suivi d’'une réponse de réparation vasculaire via un
épaississement myo-intimal aux sites d’insultes. Toutefois, lorsque les stress endothéliaux initiaux
demeurent soutenus, I'apoptose endothéliale et la réponse de réparation perpétuent. Compte tenu
que linhibition de I'apoptose endothéliale bloque le développement de la VG in vivo, notre
hypothése de travail reposait sur les répercussions paracrines de I'apoptose endothéliale sur les
types cellulaires participant au remodelage vasculaire. Nous avons généré un systéeme
expérimental in vitro afin d’'induire I'apoptose endothéliale en absence significative de nécrose
cellulaire. A l'aide d’une approche protéomique multidimensionnelle et comparative, nous avons
démontré que les cellules endothéliales apoptotiques exportent spécifiquement 27 signaux post
mortem (SPM). Nous avons démontré que certains de ces SPM ont des propriétés anti-
apoptotiques (TCTP et EGF), d’autre fibrogénique (CTGF), récapitulant ainsi certains phénotypes
cellulaires associés au développement de la VG. Parmi les médiateurs identifiés, 16 n’avaient pas
de signal de sécrétion, incluant TCTP, suggérant que des mécanismes de sécrétion non
conventionnels soient favorisés durant I'apoptose. Nous avons démontré que la caspase-3
effectrice régule la voie de sécrétion non classique exosomiale associée a I'export extracellulaire de

nanovésicules TCTP*VE

, anti-apoptotiques et biochimiquement distinctes des corps apoptotiques.
Finalement, I'ensemble des données protéomiques ont permis d’émettre I’hypothése qu’en réponse
a un stress apoptotique, la cellule exporte différents médiateurs (solubles et vésiculaires) de
maniére non conventionnelle nécessitant la fusion d’organelles de la voie endocytaire et
autophagique avec la membrane plasmique. Ce mécanisme serait régulé durant la phase effectrice
de I'apoptose permettant ainsi d’initier une réponse de réparation extracellulaire seulement lorsque
le destin cellulaire a atteint un point de non retour. Ainsi, le testament protéique et nanovésiculaire
légué durant I'apoptose endothéliale pourrait servir simultanément de biomarqueur de la VG et de
cible thérapeutique afin de diminuer le remodelage vasculaire pathologique.

Mots-clés : Vasculopathie du greffon, apoptose, protéomique, TCTP, nanovésicules, sécrétion non

conventionnelle.



Abstract

Immunosuppression regiments improved steadily the incidence of acute rejection with minimal
positive effects on chronic rejection. The latter is characterized by a transplant vasculopathy (TV)
similar to native atherosclerosis, accompanied with fibrosis throughout the vascular wall of the
allograft. The pathophysiology associated to TV arose from pionnering work of Russell Ross in
1977. He proposed the 'Response to Injury' hypothesis revealing that endothelium injury initiated by
immunological and non immunological factors favors a vascular repair response through neo-intima
thickening at the sites of cellular injury. However, when endothelial insult is maintained, apoptosis
ensues and the vascular repair process perpetuates. Since inhibition of endothelial apoptosis
prevents TV development in vivo, we hypothesized that endothelial apoptosis regulates the vascular
repair process through a paracrine program active on the cellular components of the vessel wall.
We have generated an in vitro experimental system to induce endothelial apoptosis in absence of
necrosis. Using a multifunctional and comparative proteomic approach, we have identified 27 post
mortem signals (PMS) specifically exported by apoptotic endothelial cells. Some of these PMS
display anti-apoptotic function (TCTP and EGF), whereas CTGF was identified as a fibrogenic
factor, recapitulating the cellular events associated to the development of TV. Interestingly, 16 of
these SPM did not contain a peptide signal, suggesting that non conventional secretion
mechanisms could be favored during the effector phase of apoptosis. We demonstrated that
activated caspase-3 regulates the exosomal secretion pathway associated to the export of

+ve

nanovesicles TCTP ™, anti-apoptotic and biochemically different from apoptotic blebs. Finally, the
overall proteomic data generated a new hypothesis suggesting that in response to apoptotic stress,
the cell exports different mediators (soluble and vesicular) by non conventional mechanism through
the fusion of endocytic organelles and autophagic vacuoles with the plasma membrane, releasing
their content into the extracellular milieu. This mechanism should be regulated during the effector
phase of apoptosis favoring a vascular repair response only when cell’s demise reaches a point of
no return. Therefore, these PMS could be used both as biomarkers of apoptosis or as

biopharmaceutical targets to decrease the incidence of chronic vascular repair.

Keywords : Transplant vaculopathy, apoptosis, proteomic, TCTP, nanovesicles, non conventional

secretion mechanism
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Introduction

Chapitre 1 - La transplantation d’organe : clin

d’ceil historique

Il existe des récits apocryphes relatant différentes expériences de transplantation d’organe

effectuées par des entités dites Saintes, quelques siécles avant Jésus-Christ. Parmi ces récits, des

romains catholiques rapportent que les Saints Damian et Cosmas auraient réussi la transplantation

d’'une jambe provenant d’'un éthiopien décédé sur un individu Romain dont la jambe avait été

sectionnée suite a une atteinte gangréneuse (Figure 1) (4).

Figure 1 Les Saints Cosmas et Damian

performant miraculeusement une

eme

transplantation de jambe. Ditzingen, 16

siécle.

Chez ’humain, la premiére transplantation de cornée
scientifiquement documentée et chirurgicalement
réussite a été effectuée par Eduard Zirm en
République Tchéque en 1905 (5). Par la suite, Alexis
Carrel, récipient nobélisé de Physiologie et Médecine
en 1912, f(t I'un des pionniers contribuant au succes
chirurgical d’anastomose d’artéres et de veines (6).
Ses travaux soulevérent deux points fondamentaux
relatifs au succés de la transplantation qui demeurent

eme

toujours d’actualité au 21" siécle: 1) I'importance de
la conservation d’organes vivants pour des fins de
greffe; 2) la limite exacte de la durée de vie des

différents organes.

Historique positionnant le réle du

systéme immunitaire dans le rejet
Durant la 1°" et la 2°™ Guerre Mondiale, les pilotes

d’avion subissaient de graves brilures au visage et
aux mains. L’'une des approches envisagée par les
chirurgiens de I'’époque consistait a transplanter des
segments de peau provenant de la méme personne

(autogreffe) permettant ainsi de diminuer le taux de
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mortalité relié aux infections secondaires aux bralures. Par contre, la transplantation de fragments

de peau entre 2 individus menait indubitablement au rejet (7). Par la suite, Dr Peter Medawar

effectua une panoplie d’expériences établissant ainsi les bases immunologiques impliquées dans

le rejet. 1l mérita le Prix Nobel de physiologie et médecine en 1960 intitulé : ‘Immunological

Tolerance’ (8).

Ces expériences influencérent grandement le Dr
Joseph Murray qui effectua la premiere
transplantation rénale humaine réussie au Peter
Bent Brigham Hospital (Boston, Etats-Unis). Le
premier objectif de son laboratoire était d’élaborer
une transplantation en absence de barriére

immunologique permettant au greffon rénal de

fonctionner indéfiniment (9). Dr Murray effectua
une premiéere transplantation rénale entre jumeaux
identiques le 23 décembre 1954 (10). La réussite
fat instantanée : le rein fat fonctionnel dés que
transplanté et le receveur eu 2 enfants et vécu 8
années avant de mourir dun infarctus du
myocarde.

a

Finalement, le Dr Murray souleva a I'époque

excessivement pertinentes et non résolues :

Figure 2. ‘Transplants of delight’” Photo
représentant les jumeaux ayant participé a la
premiére greffe rénale en 1954. La photo les
illustre en train de chanter démontrant que
tous deux se portent bien aprés la chirurgie.
Tiré de (2).

des questions qui demeurent actuellement

« It is healthy to realize that the way an antibody destroys an organ graft is not known and

that the basic questions remain unanswered: “What mechanism is involved in the survival of

a successful transplant? Why do failures occur?” We know that a successfully transplanted

host is immunized against his donor, yet something protects the kidney in this potentially

hostile environment. Is the host antibody coating the donor endothelium acting as a protective

antibody? Or, has the graft endothelium been replaced by the host? Why can some, but not

all, animals or patients be weaned from drugs? (...). What immunological process can explain

these observations on long-surviving transplants? That is the compelling question we clinical

colleagues most urgently seek to answer. » (11)
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55 ans plus tard, la réponse immunitaire de I'hote et lintégrité de I'endothélium du greffon

demeurent des sujets de recherche clés dans le domaine de la transplantation.

Progres réalisés relatifs a la transplantation d’organes solides

Les organes solides étant le plus transplantés mondialement sont le rein, le foie, le cceur, les
poumons et le pancréas (12). La transplantation rénale est maintenant la méthode de choix
permettant d’assurer le relai de la fonction rénale défaillante comparativement a I’'hémodialyse
initiée en 1924 par le Dr Georg Hass (13, 14). La transplantation n’est pas percue par notre
organisme comme une alternative médicale permettant de remplacer un organe défaillant. Le
greffon expérimente inévitablement un stress péri-opératoire accompagné d’inflammation devenant
ainsi la cible de choix du systeme immunitaire de I'héte. Heureusement ou malheureusement, le
cas échéant, le corps humain est merveilleusement doté de différents régiments cellulaires

interconnectés capables de communiquer entre eux et préts a tout pour faire face a un tel assaut.

Malgré que la transplantation d’organe solide soit une discipline médicale raisonnablement récente,
celle-ci connait déja des progrés importants. Par exemple, I'évaluation de la compatibilité
immunologique entre le donneur et le receveur a permis d’augmenter non seulement le taux de
transplantation mais aussi la survie a court terme du greffon permettant de diminuer
significativement les épisodes de rejet aigu. Cette compatibilité repose sur la présence
d’alloantigénes (antigénes provenant de 2 individus de la méme espéce et génétiquement
différents) codant pour le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ces génes sont hautement
polymorphiques et des centaines d’alléles existent pour les 5 loci humains CMH soient HLA-A,
HLA-B, HLA-C appartenant a la classe | d’antigenes et HLA-DR et HLA-DQ (HLA; Human
Leuckocyte Antigen) appartenant a la classe Il d’antigenes. Ces antigénes sont exprimés a la
surface des cellules nucléées du greffon qui sont reconnus par la suite par les lymphocytes T de
I’'héte via un récepteur compatible. Cette interaction permet de rapidement évaluer la présence de
protéines n’appartenant pas a I'héte créant ainsi une série de réactions subséquentes menant a la

destruction des cellules arborant des antigénes du non-soi (12).

Par conséquent, des analyses de routine sont maintenant implantées dans le bilan pré-greffe afin
d’évaluer la compatibilité entre le receveur et le donneur. Mise a part I'’évaluation de la compatibilité

des différents groupes sanguins (ABO), les stratégies analytiques ayant permis d’améliorer la
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survie du greffon regroupent : 1) le ‘typage HLA’; cette analyse dresse le portrait polymorphique
des HLA du donneur et du receveur permettant ainsi d’établir les combinaisons immunologiques les
plus bénéfiques; 2) le ‘cross match’; cette analyse permet d’évaluer la présence d’anticorps
présents dans le sérum du receveur dirigés contre les HLA du donneur dans un contexte de pré et
post transplantation (15). Mis a part 'amélioration a court terme de la survie du greffon associée au
succes du typage HLA (16), I'établissement de I'analyse du ‘cross match’ a pratiquement permis
d’enrayer l'incidence du rejet hyper aigu. Durant ce type de rejet, le receveur déploie initialement
des anticorps dirigés contre des antigénes du donneur générés suite a une pré-sensibilisation
(transfusion sanguine, transplantation antérieure ou grossesse). Cette situation a pour effet
d’activer rapidement le systéme du complément de la réponse immunitaire innée et méne a la perte

totale du greffon en moins de 24 heures (17, 18).

L'implantation de ces analyses de laboratoire a aussi permis d’adapter Il'utilisation de différentes
combinaisons d’agents immunosuppresseurs afin de freiner I'activation des lymphocytes T du
receveur, des acteurs clés du rejet aigu. Mise a part un contexte de transplantation entre jumeaux
identiques (absence de barriere immunologique), I'immunosuppression sert a la fois d’agent
prophylaxique et thérapeutique du rejet et représente un autre progrés important de la
transplantation d’organe solide. Cela a eu pour effet d’améliorer significativement le taux de survie
du greffon & court terme. Cette situation se refléte aux Etats-Unis ou en 2007, la survie du greffon
12 mois post-greffe affiche un taux de succés de 96% et 85% (greffons provenant de donneurs

vivants et cadavériques, respectivement) (19).

L’arrivée de donneurs d’organes vivants a aussi contribué au succés de la transplantation en ayant
un impact direct sur le taux de transplantation ainsi que la survie a long terme du greffon. Par
exemple, la survie du greffon rénal 10 ans (1996-2006) post-greffe affichait un taux de succes de
58% et 28%, donneurs vivants et cadavériques respectivement. Cet aspect révéle entre autre le net
avantage d’obtenir un greffon rénal n’ayant pas subi d’épisodes d’ischémie associés a l'arrét de la

perfusion sanguine du donneur (19).
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Chapitre 2 - Les différents types de rejet

“Homo transplants differ not only in the strength of rejection, but also in the nature and the location of the
phenomena induced by rejection. This conclusion must not be regarded as a cause of discouragement. On
the contrary, it should spur further research.”

- Jean Hamburger

D’un point de vue strictement immunologique et selon le modéle de la reconnaissance des
molécules du non soi, la vision actuelle du rejet repose sur une intégration de différents scénarios
utilisés par le systéeme immunitaire afin d’endommager le greffon. Robert B. Colvin a introduit de
maniére élégante I'une de ses nombreuses publications en positionnant le rejet a partir d’'une
citation de Jean Hamburger, un médecin frangais ayant contribué remarquablement a la
néphrologie et a titre de pionnier dans le domaine de la transplantation en France (20). La ‘force’
(strength) avec laquelle le greffon est endommagé fait référence a la rapidité/I'efficacité avec
laquelle les cellules du systéme immunitaire endommagent les composantes du greffon
démarquant le rejet aigu du rejet chronique. La ‘nature’ fait référence au type de médiateurs
effectuant le dommage au greffon soit les cellules T et les macrophages dans la réponse dite
cellulaire et des anticorps préformés dirigés contre les alloantigenes du greffon dans la réponse dite
humorale. Finalement, la ‘location’ fait référence aux cibles privilégiées de ces différents
médiateurs invectivant le greffon rénal. La réponse humorale affecte préférentiellement les
capillaires glomérulaires et péri-tubulaires tandis que dans un contexte de réponse cellulaire,

I’endothélium des artéres et les tubules du greffon rénal sont davantage ciblés (20).

La classification des différents types de rejet rénal repose davantage sur des critéres
immunologiques participant au rejet compte tenu que leurs actions sont traduites par des
manifestations histologiques présentes au sein du greffon rénal. A la lumiére des résultats obtenus
chez des modeéles animaux et chez I'humain, un schéma référentiel issu d’'une compilation
dynamique d’observations cliniques et moléculaires associées au rejet aigu et chronique a pris

naissance : la classification de Banff.

La classification de Banff
Différentes manifestations histologiques associées au rejet prennent place simultanément au sein

des glomérules du greffon et au niveau de son lit vasculaire. L’outil de référence actuel utilisé afin

d’évaluer I'état du greffon rénal repose ultimement sur I'analyse d’échantillons biopsiques. Les
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manifestations histologiques présentes au sein du spécimen biopsique sont catégorisées selon une
standardisation issue d’un consortium international communément appelé ‘Banff Classification’. La
classification de Banff a débuté en 1991 suite au premier congrés réalisé dans la ville de Banff en
Alberta, Canada (21-28). Ce consortium fait appel, a tous les 2 ans, a un groupe multidisciplinaire
et international de cliniciens, pathologistes, chirurgiens et chercheurs fondamentaux qui modifient
cette standardisation a la lumiere de plusieurs débats entourant les plus récentes observations

reliées a la compréhension globale du greffon rénal.

Les 6 différentes catégories diagnostiques de cette classification sont représentées dans I’Annexe 1
(28). Chaque catégorie est basée sur les différents aspects Iésionnels du spécimen biopsique :
tubulite, endartérite, glomérulite, inflammation interstitielle, fibrose interstitielle, atrophie tubulaire,
glomérulopathie de [I'allogreffe, épaississement intimal vasculaire et l'aspect de la matrice
mésangiale. La présence et la sévérité de ces Iésions sont quantifiées sur une échelle variant de 0
a 3. Il est a noter que plusieurs caractéristiques Iésionnelles peuvent se retrouver dans plus d’'une
catégorie et certaines catégories peuvent coexister au sein d’'un méme échantillon biopsique,

démontrant la complexité de la pathophysiologie associée au rejet du greffon rénal.

Sommairement, cette classification est basée sur 2 mécanismes d’insultes immunologiques initiés
1) par une réponse humorale (Antibody mediated rejection, AMR) associée a la présence
d’anticorps s’attaquant a I'endothélium et I'épithélium du greffon; 2) ou par une réponse cellulaire (T
cell mediated rejection, TCMR), impliquant la participation de lymphocytes T CD4" et CD8" et de
macrophages injuriant aussi I’épithélium et I'endothélium du greffon. Ces deux mécanismes sont
maintenant reconnus a titre de déterminants a la fois dans le rejet aigu et le rejet chronique. A
I'aide d’échantillon biopsique du greffon rénal et de certaines analyses sériques, les différentes
caractéristiques histologiques associées au TCMR et AMR peuvent aider a classifier le type de

rejet.

Le rejet aigu associé a la réponse humorale (AMR)
Par définition, le rejet aigu se manifeste par une perte rapide de la fonction rénale durant les jours

ou les semaines suivants la transplantation. En ce qui a trait au rejet aigu de type ARM, I'histologie
est peut étre variable. En général, les capillaires péri tubulaires sont dilatés, la membrane basale
peut étre multi lamellée et on peut y détecter la présence de neutrophiles et de macrophages (20,
29). Afin d‘évaluer la participation de la réponse humorale, des analyses de cross-match

permettent de confirmer la présence d’anticorps circulants de I'h6éte dirigés contre des antigénes du
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greffon dans un contexte de pré et/ou post-transplantation (30). La procédure actuelle du cross-
match consiste a incuber le sérum du patient avec un répertoire d’antigénes HLA recombinants
purifiés et couplés individuellement avec des billes. Afin de détecter la formation d’un complexe
anticorps-antigéne, I'ajout d’un anticorps secondaire couplé a un conjugué fluorescent permet de
détecter et quantifier les complexes a 'aide de la cytométrie en flux (31). La documentation reliée a
la présence d’anticorps anti-HLA chez le patient permet entre autre de catégoriser I'histologie

rénale dans la catégorie AMR.

D’un point de vue biochimique, les complexes formés d’anticorps et d’antigénes a la surface de
I’endothélium initient l'activation du systéeme du complément générant une multitude de réponses
allant de l'activation de I'endothélium, en passant par des épisodes d’accommodation et la mort
cellulaire apoptotique. Or, compte tenu que la voie classique du complément est activée suivant la
formation de complexes anticorps-antigene a la surface des CE du greffon, Feucht et al
proposérent que les produits terminaux, dont C4d, de la voie classique et la voie lectine du
complément pourraient servir de marqueur d’insulte humorale (32, 33). L’attrait de C4d a titre de
marqueur du AMR repose sur sa localisation tissulaire prés du site d’activation du complément et
sur sa liaison covalente avec I'endothélium, lui attribuant ainsi une stabilité permettant de le
détecter par immunohistochimie, immunofluorescence et microscopie électronique dans des
spécimens biopsiques (34). La déposition de C4d dans les capillaires péri-tubulaires est corrélée
avec la présence sérique d’anticorps dirigés contre les antigénes HLA de classe | et Il du donneur

et sert maintenant de critére de sélection permettant de différencier le AMR du TCMR (35-37).

Le fait qu’un greffon transplanté entre frére et sceur ayant un profil HLA identique puisse développer
un rejet aigu de type AMR suggére que des antigénes de type non-HLA exprimés par I’endothélium
du donneur puissent participer au AMR (38, 39). Jusqu’a maintenant, cette classe d’antigénes
inclut les antigénes ABO des groupes sanguins et les génes MHC class I-related chain A (MICA) et
B (MICB). MICA et MICB correspondent a des glycoprotéines de surface et la localisation de ces
génes est a proximité avec le locus HLA-B. Finalement, parmi les antigénes non-HLA, des auto-
anticorps dirigés contre des auto-antigénes incluant la vimentin, le récepteur angiotensine Il type 1
(AT1), les protéines “heat shock” ainsi que des phospholipides semblent aussi participer au rejet
associé au AMR. Le manque d’outils spécifiques permettant de détecter la contribution de ces

auto-anticorps limite actuellement notre compréhension de ce phénomene.
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Le rejet aigu associé a la réponse cellulaire (TCMR)
Le rejet dit aigu associé au TCMR peut se présenter cliniquement par une augmentation rapide de

la créatinine sérique et une rétention de liquide parfois accompagnée de fiévre dans les jours ou les
semaines suivant la transplantation. Ces manifestations cliniques ne sont pas nécessairement
spécifiques et une biopsie du greffon rénale est indispensable afin de confirmer un diagnostic de

rejet aigu.

Histologiquement, le rejet aigu TCMR se caractérise par différents degrés d’infiliration de cellules T
CD4" et CD8" et de macrophages au niveau des cellules épithéliales des tubules, pathologie
référée sous le nom de tubulite. Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) expriment le ligand Fas
(FasL) ou contiennent des granules cytotoxiques dans lesquels se retrouvent la perforine et les
granzymes A et B, localisant ainsi la machinerie nécessaire afin d’injurier I’épithélium via le
mécanisme d’apoptose (40-43). Le degré d’apoptose des cellules épithéliales corréle avec le
nombre de CTL et de macrophages présents au sein de linfiltrat. (29, 42, 44). Ajoutons que ce
type d’insulte peut se manifester en absence de lymphocyte B et d’anticorps, suggérant que cette

manifestation est dépendante de I'action des lymphocytes T (45).

Les cellules épithéliales des tubules ne sont pas les seules victimes des CTL et des macrophages ;
ceux-ci s’affairent a infiltrer le lit vasculaire du greffon sous I'endothélium au niveau de l'intima,
pathologie référée sous le nom d’endartérite. L’endartérite accompagne 25 a 40% des biopsies
rénales associées au rejet aigu TCMR et affecte focalement les petites et les grosses artéres, a
I'Intérieur et a I'extérieur du parenchyme rénal (46, 47). L’apoptose des cellules endothéliales est
présente et est aussi dépendante du systéeme perforine granzyme véhiculé par les CTL (48). Tout
comme dans le cas de la tubulite, I'endartérite se manifeste sans la participation d’anticorps tel que

démontré chez les souris déficientes de lymphocytes B (49).

Le rejet chronique
Le rejet chronique fait allusion a la perte structurale et fonctionnelle du greffon résultant en une

altération irréversible de l'organe des mois ou des années suivant la transplantation. Les
mécanismes AMR et TCMR participent a différents niveaux et leur contribution respective demeure
délicate a déterminer. Généralement, I'aspect Iésionnel de I’échantillon biopsique montre des
évidences morphologiques de dommage tissulaire chronique reflété au niveau des glomérules, des
vaisseaux sanguins, des tubules et de l'espace interstitiel. Histologiquement, les différentes

caractéristiques associées au rejet chronique sont 1) la glomérulopathie du greffon, 2) la
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capillaropathie péritubulaire, 3) la vasculopathie du greffon et de maniére moins spécifique, la

fibrose interstitielle et I'atrophie tubulaire (29).

Lorsqu’il y a évidence sérique d’anticorps anti-HLA accompagnée d’une déposition de C4d dans
I’échantillon biopsique, les changements associés sont fortement attribuables au AMR. Des
épisodes répétés de dommage endothélial générés par les anticorps incitent I'endothélium a
dupliquer la membrane basale démontrant un processus de réparation actif. Par exemple, dans le
cas de la glomérulopathie du greffon, on observe une duplication ou une multi-lamellée de la
membrane basale des glomérules et/ou des capillaires péri-tubulaires qui est corrélée a la fois avec
la présence sérique d’anticorps dirigés contre les HLA de classe Il et la déposition de C4d dans les

capillaires péri-tubulaires (20, 26, 50).

La vasculopathie du greffon (VG) représente un type de Iésion caractérisé par un épaississement
néo-intimal affectant négativement la lumiére des vaisseaux irrigant le greffon. L’arbre vasculaire
du rein est composé d’une microcirculation incluant des capillaires et des artérioles ayant des
diamétres beaucoup plus petits que ceux des veines et des arteres (Figure 3). Par conséquent, des
changements minimes associés a la réduction de la lumiére de ces vaisseaux ont un impact
important sur la fonctionnalité du greffon rénal (51). Selon la classification de Banff, cette
manifestation histologique est davantage associée au TCMR compte tenu de la présence de
macrophages et de cellules T au sein de I'échantillon biopsique. Cette pathologie est
accompagnée de fibrose interstitielle et d’atrophie tubulaire pouvant étre ou non associées a la
déposition de C4d. Certaines évidences suggérent que le processus de fibrose pourrait étre
attribuable a la transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) des cellules tubulaires en
myofibroblastes qui migrent dans I'espace interstitiel. Ce phénoméne pourrait, du moins en partie,
étre dépendant d’une signalisation TGF-p. Des études in vivo ont démontré la présence de cellules
épithéliales exprimant un marqueur spécifique aux fibroblastes dans les tubules a proximité de
cellules T CD8" illustrant la contribution du TCMR dans l'atrophie tubulaire et la fibrose interstitielle
(29, 52).

En résumé, I'étiologie du rejet qu’il soit aigu ou chronique, associé au AMR ou au TCMR représente
un ensemble de phénoménes complexes pouvant former un continuum menant indubitablement a
long terme a une perte fonctionnelle totale du greffon. Or, la vasculopathie du greffon dans le
contexte de transplantation d’organes solides représente une condition inévitable: par exemple,

30% a 60% des greffons cardiaques présentent cette histopathologie 5 ans post-transplantation
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(53). Cette situation est analogue dans le cas des greffons rénaux (29). Par conséquent, cette
pathologie fait présentement figure d’investigation intense autant dans les milieux académiques que

pharmaceutiques.

Figure 3 : Vascularisation rénale en trois dimensions. Reproduit de (54) avec la permission de The

American physiological Society, copyright 2006.




Chapitre 3 — La vasculopathie du greffon: I'ultime

combat du greffon

Nonobstant la nette amélioration de la survie du greffon a court terme, le typage HLA, le cross-
match, lintroduction des protocoles cliniques d’immunosuppression ainsi que I'effet bénéfique
attribuables aux donneurs vivants, la demi-vie du greffon a long terme demeure relativement stable,
soit d’environ 10 ans (55). Ces données sont étonnantes compte tenu que la stratégie entourant
l'utilisation d’immunosuppresseurs n’ait pas produit l'effet escompté, i.e. d’augmenter
significativement la demi-vie du greffon a long terme et de diminuer I'incidence du rejet chronique.
De plus, immunosuppression engendre des effets secondaires importants chez les receveurs
impliquant entre autre une prédisposition 2 a 3 fois plus élevée de développer un cancer 3 ans post-
greffe comparativement a la population en général (56). Le risque de développer différents types
d’infection est aussi plus important ainsi que la cytotoxicité associée a la prise
d'immunosuppresseurs (57). Par conséquent, il n’est pas étonnant que la réussite de la
transplantation rénale (et autre organe solide) a long terme avec une médication minimale

d'immunosuppresseurs représentent actuellement le but ultime de la transplantation (29).

Tel que discuté dans le chapitre précédent, le rejet chronique est étroitement associé a un type de
pathologie vasculaire référé sous le nom de la vasculopathie du greffon (VG). Différentes
nomenclatures relatives a la VG ont été décrites dans la littérature scientifique, faute d’un
consensus qui a été rétabli (chronic allograft arteriopathy) avec la classification de Banff en 2009.
La VG est caractérisée par un rétrécissement progressif et concentrique de la lumiére de la
microcirculation du greffon, le tout accompagné de fibrose interstitielle. Ce type de remodelage
vasculaire pathologique est apparenté a une forme accélérée d’athérosclérose dite ‘native’ avec

laquelle la VG partage plusieurs caractéristiques pathophysiologiques (Figure 4).

La VG localisée dans la microcirculation du greffon s’arréte aux lignes de suture avec les vaisseaux
du receveur, suggérant que le systéeme immunitaire de I’héte s’insurge seulement contre les cellules
endothéliales arborant des alloantigenes (51). En plus de I'évidente participation du systéeme
immunitaire dans la détérioration vasculaire du greffon, plusieurs facteurs non-immunologiques et
péri-opératoires participent au développement de la maladie en générant des épisodes
dommageables a I'endothélium contribuant ainsi a activer des processus de réparation vasculaire.
La vision actuelle de la pathophysiologie de la VG repose davantage sur un processus de guérison

chronique des vaisseaux stressés (immunologiquement ou non) compte tenu que la VG peut se
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manifester en absence d’une allo-réponse et que Iischémie reperfusion dans des isogreffes permet
aussi le développement de la VG (51, 58). La conception actuelle de la VG découle directement

des travaux de Russell Ross.

L’hypothése de réponse a I'Insulte de Russell Ross
Notre compréhension actuelle des mécanismes pathophysiologiques de la VG et des maladies
athérosclérotiques résulte des travaux de Russell Ross, un pionnier du 20°™ siecle dans le
domaine des maladies cardiovasculaires (Figure 5). En s’inspirant des travaux de Rudolph Virchow
publiés aussi loin qu'en 1856, Russell Ross proposa I'hypothése de ‘réponse a linsulte’ afin

d’expliquer les différentes manifestations présentes au sein des Iésions athérosclérotiques.

Cette hypothése proposée en 1977 postule que ces Iésions sont
issues d’'une réponse de réparation chronique de I'endothélium
suivant des épisodes répétés d’insulte vasculaire menant a la

dénudation de I’endothélium (59).

Avant de détailler les changements attribuables a la formation de
Iésions athérosclérotiques, une description de la paroi vasculaire
s'impose. L’archétype de la paroi vasculaire comprend 3 tuniques

composées de différents types cellulaires (Figure 4): lintima,

constituée d’'une monocouche de cellules endothéliales ayant

I'aspect d’'un épithélium pavimenteux simple reposant sur de la Figure 5 : Russell Ross, Ph.D

. . o L Reproduit de (1) avec permission
matrice extracellulaire (MEC); la média constituée de cellules P M P
) ] ] o o de Wolters Kluwer Health.
musculaires lisses et I'adventice constituée principalement de

fibroblastes (60).

Cela dit, les principaux évenements reliés a la formation des lésions athérosclérotiques connus au
moment du postulat de Russell Ross sont : 1) la prolifération des cellules musculaires lisses (CML)
issues de l'intima; 2) la production, par I'entremise de ces cellules, d’'une quantité importante de
composantes de la MEC incluant le collagene, des protéoglycans ainsi que des protéines fibreuses
élastiques; 3) la déposition intracellulaire et extracellulaire de lipides et de débris cellulaires qui

éventuellement résulte en des lésions d’histologie plus complexe.
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Dans son postulat, Russell Ross décrit que l'insulte initiale peut étre subtile et que les agents
dommageables peuvent étre de nature immunologique ou non immunologique. De plus, il décrit
que ces agents peuvent altérer la relation entre I'endothélium et les cellules sous-jacentes
permettant d’augmenter les forces hémodynamiques et subséquemment le détachement des
cellules stressées de I'’endothélium, soit une manifestation référée sous le nom de dénudation
endothéliale. Il propose ce concept dont I'origine repose sur des expériences in vivo ou il observa
que lorsque I'endothélium est endommagé mécaniquement, les lipides issus d’une diéte riche en
lipides favorisent le développement d’athérosclérose. Plus tard, la dénudation endothéliale sera
redéfinie comme étant subséquente a la fois a I'apoptose des CE et a la dysfonction endothéliale,
toutes deux conséquentes a un stress endothélial (61). Dr Ross suggere aussi que les sites
d’insultes endothéliaux favorisent I'exposition de collagene permettant aux plaquettes d’y adhérer.
Suivant cette adhésion, les facteurs dérivés des plaquettes activées ainsi que des protéines
plasmatiques, telles que les lipoprotéines ainsi que des hormones, permettraient la migration et la
prolifération des cellules musculaires lisses aux sites d’insultes. Cette hypothése suggere aussi
que différents facteurs puissent exercer ces effets localement contribuant a la formation de tissu
cicatriciel ainsi qu’a la déposition de lipides intra et extracellulaire. Finalement, il explique
gu’initialement, ce processus de réparation permettrait de restaurer I'endothélium endommagé
seulement si I'insulte initiale est limitée. Par contre, des cycles répétés de dommage endothélial,
de prolifération et de réparation sur une longue période (des années) résultent en une prolifération
progressive des CML sous I'endothélium caractérisant ainsi le remodelage vasculaire pathologique

contribuant a la réduction de la lumiére des vaisseaux sanguins (59).

Pathophysiologie de la VG

Les travaux de Russell Ross sont a ce jour plus pertinents que jamais. lls ont servi de prémisses
dans la compréhension de la pathophysiologie de la VG. La progression de la VG est maintenant

définie selon 5 manifestations et est illustrée dans la figure 6 (62):

1) Acquisition d’'un phénotype inflammatoire des CE. Les CE activées favorisent linfiltration
leucocytaire, la coagulation, I'agrégation plaquettaire participant a la thrombose, le tout
associé a une diminution de la vasorelaxation. L’apoptose endothéliale est présente et
résulte en une exposition de la MEC contribuant a exacerber I’état inflammatoire.

2) Altération de la prolifération des CML. Les CML acquiérent un état plutdét synthétique que
contractile. L’hyper prolifération des CML est accompagnée d’une production importante

de MEC contribuant ainsi a I’épaississement myo-intimal.
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3) L’épaississement myo-intimal est accentué par linhibition de I'apoptose des CML
potentialisant ainsi le processus de prolifération des CML.

4) Dérégulation des interactions cellules-cellules et cellules-MEC. La MEC régule le
phénotype et le comportement des cellules adjacentes. La sécrétion de MMP
(métalloprotéinases matricielles) par les CE est augmentée suivant le dommage cellulaire
et participe a la dégradation de la MEC afin de générer des fragments bioactifs ayant des
propriétés pro-prolifératives chez les CML.

5) Recrutement de cellules souches progénitrices endothéliales (EPC) du donneur aux sites

d’insulte vasculaire du greffon.

L’hypothése de réponse a linsulte ainsi que le développement de la VG ont beaucoup de
similitudes ainsi que des différences nous permettant de mieux comprendre le remodelage

vasculaire pathologique.

Dans le cas de la VG, la réduction du diamétre du vaisseau est dite concentrique, et cet
épaississement de formant une néo-intima est uniformisée dans la microcirculation du greffon.
Cette manifestation est analogue a une strangulation intérieure de la lumiére du vaisseau se
manifestant dans tout I'arbre vasculaire du greffon. Dans le cas de I'athérosclérose classique,
I’épaississement de la néo-intima est plutét focal et excentrique affectant généralement davantage
les artéres proximales et rarement les veines (63). Dans les deux cas, I’épaississement néo-intimal
résulte d’'une migration et d’une prolifération de CML, de fibroblastes et de cellules souches
mésenchymateuses (MSC) exprimant des fibres contractiles dont I'alpha-smooth muscle actin (a-
SMA). Parallelement, les EPC seraient aussi recrutées et participeraient au phénoméne de ré-
endothélialisation suite a la dénudation créée par la délétion cellulaire apoptotique aux sites
d’insulte. Cette colonisation cellulaire est accompagnée d’une accumulation aberrante de MEC

contribuant a I'aspect fibrotique de ce type de Iésion (64-69).
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Figure 5 - lllustration de I'hypothése de réponse a l'insulte caractérisant I'athérosclérose native et la

vasculopathie du greffon. Se référer au texte pour la description de ce schéma. Générée par L.S.
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Importance de 'apoptose endothéliale et le remodelage vasculaire pathologique

Un autre aspect important et commun aux 2 pathologies est que l'on observe un taux
anormalement élevé d’apoptose des cellules endothéliales contrairement a un état de résistance a
I’'apoptose des CML, fibroblastes et des EPC malgré I'environnement hostile créé par les cellules du
systéme immunitaire recrutées aux sites d’insultes. L’endothélium est la cible de plusieurs facteurs
pro-apoptotiques tel qu’illustré dans la figure 7 (70). Or, le point le plus crucial concernant le
développement de la VG est associé a I'apoptose endothéliale de la paroi vasculaire initiée par des
insultes immunologique et/ou non immunologiques (71). Par exemple, dans un modeéle
hétérotopique de transplantation cardiaque, l'apoptose est présente précocement suivant la
transplantation et précéde le développement de la néo-intima (48). L’importance de I'apoptose
dans le développement de la VG dans ce modele a été démontrée a l'aide d’une souris invalidée
pour I'expression de la perforine, soit une enzyme importante exprimée par les CTL permettant
d’induire I'apoptose endothéliale. Malgré que ces souris arborent de linfiltration lymphocytaire, il y
a moins d’apoptose endothéliale et moins de changements fibroprolifératifs associés a la VG
comparativement aux souris contréles. De fagon similaire, des souris invalidée pour I'expression de
la granzyme B, soit une autre protéine impliquée dans I'apoptose endothéliale induite par les CTL,
recevant un segment d’allogreffe cardiaque démontraient les mémes observations (72).
Parallelement, dans un modéle d’induction de rejet vasculaire aigu suivi du développement de la
VG chez des porcs miniatures, I'apoptose endothéliale soutenue était corrélée avec le
développement de la VG (73, 74). Finalement, il a été proposé que I'apoptose endothéliale induite

par un rejet cellulaire ou humoral soit un déterminant clé dans le développement de la VG (73-76).

Concretement, les événements suivant I'apoptose endothéliale sont associés a un état anti-
apoptotique et pro-prolifératif des CML et des myofibroblastes retrouvés au sein de la néo-intima.
Par exemple, les CML de la néo-intima sur-expriment Bcl-xL leur conférant une résistance a
I’'apoptose et l'invalidation de ce géne diminue le développement de la néo-intima in vivo (77-79).
Finalement, I'apoptose endothéliale initie des mécanismes impliqués dans le développement de la
VG via 1) 'augmentation d’un état endothélial hyperadhésif et thrombogénique, 2) via la production
de TGF-p par les macrophages phagocytant les corps apoptotiques et 3) via la dégradation de la

MEC permettant la production de facteurs fibrogéniques (71).
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Figure 6: lllustration de la pathophysiologie de la vasculopathie du greffon. Se référer au texte pour la

description de cette figure. Générée par I.S.
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Les facteurs initiaux impliqués dans le développement de la VG et de I'athérosclérose native sont
pour la plupart des facteurs pro-apoptotiques contribuant au dommage endothélial et sont prédictifs
de I’évolution de ces 2 pathologies. Ce type de réponse peut étre initialement bénéfique afin de
réparer les vaisseaux endommagés. Par contre, tel que postulé dans I'hypothése de réponse a
insulte, lorsque les facteurs initiaux sont chroniquement présents, la réponse initialement
physiologique devient pathologique (63). Somme toute, compte tenu que la VG représente un
modele accéléré de Il'athérosclérose native, la compréhension des mécanismes
pathophysiologiques de la VG permettraient aussi d’envisager des voies thérapeutiques pour les

maladies vasculaires classiques.
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Figure 7 : Facteurs pro et anti-apoptotiques pour I’endothélium. Reproduit de (70) avec la permission

de American College Of Chest Physicians, copyright 2000.
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Facteurs initiaux impliqués dans le développement de la VG

Le greffon subi différents types d’insultes affectant de maniére synchrone lintégrité de son
endothélium tapissant la microcirculation. Indépendamment du type d’insulte, i.e. immunologique
ou non immunologique, I'impact du dommage endothélial est déterminant et prédictif de I’évolution
de la VG. Les événements péri-opératoires associés a la transplantation ainsi que [l'histoire
médicale du greffon contribuent de maniére importante a initier une réponse au stress suivi par
induction de I'apoptose endothéliale et l'activation précoce des mécanismes de réparation
vasculaire. De plus, le stress non physiologique associé a la transplantation recrute plusieurs
régiments cellulaires de 'immunité innée et acquise incluant les cellules T, les macrophages et les
anticorps.  Finalement, afin de rendre le tout encore plus complexe, les facteurs non-
immunologiques contribuent non seulement a endommager I'endothélium; ils participent aussi a
amplifier la réponse immunitaire formant ainsi une boucle d’amplification autonome résultant en un

dommage chronique et au rejet du greffon.

Facteurs non immunologiques

Avant méme de rencontrer le systéeme immunitaire de I'héte, le greffon subi d'importants stress
d’origines non immunologiques. De ce fait, I'origine du greffon (vivant ou cadavérique), la santé
métabolique du donneur ainsi que celle du receveur sont des facteurs déterminants pour la survie
du greffon et le développement de la VG. Ces différents facteurs ont pour effet de créer un
environnement ou I'endothélium expérimente des épisodes de stress oxydatif, de stress
métabolique et de stress associé au réticulum endoplasmique (RE). Tous ces stress contribuent a

induire I'apoptose endothéliale et le développement de la VG.

1) Préservation des greffons

Un aspect peu documenté concernant les différents stress que le greffon expérimente avant la
transplantation a trait a sa préservation dans différentes solutions incluant la solution de Belzer
(80). Mis a part la présence d’insuline, cette solution permet de conserver une osmolarité adéquate
mais contient peu de facteur de croissance. Par conséquent, le greffon subit déja un type de stress
associé a la déprivation de facteur de croissance pouvant ainsi initier I'activation de ses

mécanismes de réponse au stress.
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2) L’ischémie reperfusion
La présence initiale de maladies vasculaires chez le donneur ainsi que la diminution du nombre de
néphrons associée a I'dge (65 ans et plus) ont un impact significatif sur la survie a long terme du
greffon (16). Parallelement, il est désormais évident que les greffons provenant de donneurs
vivants comparativement aux greffons d’origine cadavérique avec ou sans mort cérébrale
représentent un bénéfice net pour la survie du greffon a court et long terme. Par exemple, les
catécholamines libérées dans un contexte de mort cérébrale ainsi que I'utilisation de vasopresseurs
contribuant au maintien mécanique de la circulation sanguine contribuent significativement a
ischémie résultant en un stress oxydatif pour le greffon et le développement de la VG (81).
Ajoutons aussi que la mort cérébrale initie I'expression de médiateurs inflammatoires dans les
organes périphériques induisant une réponse immunitaire plus intense et accélérée

comparativement a des donneurs vivants sous anesthésie générale (82).

Dans un contexte de transplantation, le greffon expérimente trois étapes séquentielles d’ischémie;
1) ischémie dite ‘chaude’ lorsque le greffon est retiré chirurgicalement du donneur; 2) I'ischémie
‘froide’ durant l'intervalle associé au transport et la préservation de 'organe; 3) ischémie ‘chaude’
lors de la greffe (83). Gaudin et al. ont démontré par le biais de biopsies humaines que le dommage
associé a I'ischémie reperfusion durant les périodes péri-opératoires prédit le développement de la
VG (84). De plus, il a été démontré que I'ischémie reperfusion a elle seule induit la VG dans des
modeéles murins d’isogreffe démontrant ainsi que ce facteur peut étre indépendant de la réponse
allogénique (58, 85). Finalement, les travaux de Scarabelli et al. ont démontré dans un modéle
d’ischémie reperfusion que I'apoptose endothéliale précéde le recrutement de CML aux sites
d’insultes endothéliaux démontrant son rdle clé dans Tlinitiation des changements cellulaires

associés a la VG (86).

3) Facteurs classiques d’athérosclérose

Etant donné la grande similitude entre la VG et I'athérosclérose native, il n’est pas surprenant que
plusieurs des facteurs classiques et prédictifs de I'athérosclérose assument le méme réle dans la
VG. Un argument favorable a cette idée repose sur le fait que ces facteurs induisent la VG dans
des modeles animaux indépendamment de la participation du systéme immunitaire (modéles

d’isogreffes ou modéles animaux n’ayant pas d’immunité acquise) (16, 53).
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Hyperlipidémie

Dans un modeéle hétérotopique de transplantation cardiaque chez le lapin soumis a une diete riche
en cholestérol, I’hypercholestérolémie est directement associée a la VG et les artéres coronaires
transplantées sont davantage affectées que les artéres natives (87). De plus, de nombreuses
études ont démontré I'importance des LDL oxydés dans l'induction de I'apoptose endothéliale et
son role prédicteur dans le développement de I'athérosclérose et de la VG (88-92). Chez 'humain,
des études randomisées ont démontré que les patients traités avec des statines (agents
pharmacologiques classiquement prescrits pour traiter la dyslipidémie associée aux maladies
athérosclérotiques) rapidement aprés la transplantation diminue significativement l'incidence et la
sévérité de la VG (93). Finalement, une étude récente a démontré que I'utilisation d’un autre agent
pharmacologique (diosgenin) permettrait de diminuer I'hypercholestérolémie chez des rats soumis a
une diete riche en cholestérol. lls ont démontré in vitro que le sérum des rats traités avec le
diosgenin avait une activité enzymatique anti-oxydante augmentée et une incidence diminuée de
lipides peroxydés. Parallelement, ils ont démontré que le diosgenin inhibe I'apoptose endothéliale
induite par le peroxyde d’hydrogéne, soit un modeéle classique d’induction de [I'apoptose
endothéliale induite par un stress oxydatif (94). Malgré que I'effet bénéfique des statines puisse
étre relié a un effet immunomodulateur, il n’est pas exclu qu’une thérapie prophylaxique a l'aide
d’inhibiteurs de HMG-CoA réductase chez les patients transplantés puisse diminuer I'incidence de
la VG.

Hypertension

Tout comme pour I'athérosclérose native, I'hypertension est un facteur de risque prédictif de la VG
et trés commun chez les patients ayant un greffon rénal. Plusieurs facteurs contribuent a
I’hypertension post-greffe; histoire d’hypertension chez le donneur, des épisodes de rejet aigu

récurrents et I'utilisation d’immunosuppresseurs (95).

Le rein est un organe participant a la régulation de la pression sanguine via le systéme rénine
angiotensine (95). Par conséquent, I'hypertension peut étre le résultat d’une perte fonctionnelle et
progressive du greffon ne pouvant plus assurer aussi efficacement son travail. Inversement,
I’hypertension peut étre initiée par la prise d'immunosuppresseurs, dont la cyclosporine, affectant
directement l'intégrité du greffon et contribuant a la VG. Un exemple d’augmentation significative

d’apoptose endothéliale au niveau de la microcirculation (artérioles, capillaires et veinules) induite
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par I'hypertension est documenté dans un modéle de rats hypertendus via I'administration de la
desamethasone, un glucocorticoide synthétique (96). Récemment, plusieurs études ont décrit le
réle du systeme rénine angiotensine a titre de déterminant dans la pathophysiologie de la VG.
L’activation soutenue de ce systeme semble participer a la fibrose parenchymateuse du greffon de
maniére TGF-p dépendante. L'utilisation d’agents bloqueurs des récepteurs a I'angiotensine ou des
inhibiteurs de 'enzyme ACE (Angiotensin converting enzyme) a pour effet de diminuer les taux

sériques de TGF-p ainsi que la VG dans un modéle de rat (97).

Autres facteurs

Le sexe du donneur (masculin dans ce cas-ci), I'obésité (98) et le tabagisme sont aussi des
facteurs associés a la VG. Les produits toxiques retrouvés dans le tabac sont aussi des facteurs
pro-apoptotiques capables d’induire I'apoptose endothéliale via I'activation de la caspase-3 (99)
(100).

Facteurs immunologiques

La classification de Banff repose sur la participation de différents acteurs biologiques i.e. les
cellules T et macrophages (TCMR) et les anticorps (AMR), répertoriant ainsi les facteurs
immunologiques les mieux décrits jusqu’a maintenant. En plus de ces médiateurs, le systéme du
complément de la réponse immunitaire innée participe aussi a créer un environnement hostile en
réponse aux dommages cellulaires péri-opératoires entourant la greffe, contribuant

subséquemment au développement de la VG.

1) Typage HLA et mismatch

Tel que mentionné précédemment, le typage HLA dresse un profil immunologique permettant
d’évaluer le degré de compatibilité avec un greffon donné. Des études ont démontré [Iutilité
incontournable du typage HLA; chaque HLA-mismatch réduit individuellement la survie du greffon
de 5%; 6 HLA-mismatch combinés ont pour effet de projeter un taux de survie de 20 ans a
seulement 13% (101-103). Parallelement, le nombre d’épisodes de rejet aigu est aussi un facteur
de risque important prédicteur de la VG (104-106). Par conséquent, le typage HLA représente un

facteur immunologique important.

2) Présentation d’allo antigénes aux cellules immunitaires de I’'hdte
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Ce qui rend le typage HLA si important repose sur les propriétés des lymphocytes T de détecter
justement la présence intacte ou fragmentaires d’alloantigénes via le complexe CMH présenté par
des cellules présentatrices d’antigenes (APC). Ces APC sont représentés par les cellules
dendritiques (CD) et les macrophages ainsi que par des APC non professionnels telles que les
cellules endothéliales et les épithéliales. Les greffons contribuent a I'activation des lymphocytes via

3 mécanismes (51) :

1) La reconnaissance directe ou les récepteurs des lymphocytes T de I'héte se lient avec un
CMH allogénique intact provenant du greffon. Ce type de présentation est plutdét associé
aux stages précoces du rejet et induit une réponse cytotoxique via les lymphocytes CD8";

2) La reconnaissance indirecte ou les récepteurs des lymphocytes T de I'héte se lient avec
des fragments polymorphiques allogéniques CMH présentés par les APC de I'héte. Cette
situation découle des dommages occasionnés par les procédures péri-opératoires incluant
I'ischémie reperfusion ou via la présentation directe. Ce dommage permet I'endocytose de
fragments membranaires permettant de charger les allopeptides CMH sur le complexe
CMH de classe Il de I'néte. Les lymphocytes CD4" sont principalement interpellés et initie
une large production de cytokines.

3) La reconnaissance semi directe fait appel aux APC professionnels de I'héte présentant des
allopeptides allogéniques intacts ou fragmentaires aux lymphocytes T CD8" et CD4"

respectivement.

Les reconnaissances d’alloantigénes indirecte et semi directe sont les mécanismes principaux
impliqués dans le développement de la VG. Une fois le complexe ligand récepteur engagé, une
molécule co-stimulatrice est requise afin de compléter I'activation des lymphocytes T avec la cellule
cible. Ce 2°™ signal est souvent représenté par des paires de récepteurs-ligands (CTLA4/CD86;
CD40/CD154, ICOS/ICOSL, OX40/0X40L et CD27/CD70). L’inhibition d’'une seule de ces
combinaisons (génétiquement ou via des récepteurs solubles) est suffisante pour diminuer le rejet
aigu mais il faut invalider au moins 2 types de molécules co-stimulatrices afin d’avoir une diminution
du rejet chronique. Une fois activé, les lymphocytes T s’attaquent a I'endothélium et induisent du
dommage cellulaire via I'induction de I'apoptose. Le tout est accompagné d’une vague de sécrétion
de chemokines, de cytokines et I'expression de molécules de surface (ICAM-1et VCAM-1) recrutant
ainsi davantage de lymphocytes et de macrophages aux sites d’insultes. En plus de stimuler le
systéme immunitaire, le dommage endothélial favorise I'adhésion plaquettaire et I'activation de la

cascade de coagulation (29).



37

3) Les anticorps anti-HLA

Tel que discuté précédemment, la participation des anticorps a titre de déterminants
immunologiques dans le développement de la VG prend de plus en plus d’ampleur dans notre
compréhension actuelle du rejet. En fait, les anticorps se liant a des alloantigénes de type HLA ont
a la fois un effet direct sur les fonctions endothéliales et un effet indirect sur le recrutement des

macrophages et des leucocytes.

A) Exocytose, agrégation plaquettaire et recrutement cellulaire

Le complexe formé entre les anticorps et les alloantigenes du CMH de classe | initie I'exocytose
rapide de molécules d’adhésion incluant le von Willebrand factor (VWF) et P-selectin entreposés
dans les granules de Weibel-Palade (WPBs) des cellules endothéliales (107). De plus, ce
complexe favorise I'expression des molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 favorisant davantage
I'adhésion leucocytaire (108). En retour, le VWF contribue a I'agrégation plaquettaire et le
recrutement de monocytes en favorisant leur ancrage au niveau de I'endothélium tandis que la P-
selectin sert de molécule co-stimulatrice pour la production de médiateurs inflammatoires dont
MCP-1(109). MCP-1 sécrété par I'endothélium permet de recruter les monocytes et les
macrophages qui possédent un récepteur compatible (FCR) avec la portion Fc de I'anticorps fixé a
I’endothélium. Cette interaction permet une activation des macrophages et des leucocytes, soient

des acteurs clés dans le développement de la VG (110).

B) Effets proliférateurs des anticorps fixés a I'endothélium

A bas titres, les anti-HLA initient plusieurs réponses favorisant la réorganisation du cytosquelette
afin d’assurer la migration, la prolifération cellulaire ainsi qu’une signalisation de survie (111). La
fixation des anticorps anti-HLA de classe | initie la formation de fibres de stress via la famille de
protéines Rho. L’activité de Rho-GTP induit la phosphorylation de ROK et stimule la réorganisation
et 'assemblage des fibres de stress. Une exposition a long terme des inhibiteurs de ROK diminue

le développement de la VG chez les greffons cardiaques de souris (112).

De plus, les anticorps anti-HLA induisent une signalisation intracellulaire pro-proliférative chez CML
et les CE, des évenements clés dans le développement de I'épaississement myo-intimal

caractérisant la VG (39). L’effet proliférateur des anticorps anti-HLA chez les CE et les SMC
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implique le complexe de signalisation mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1)
permettant d’activer la prolifération cellulaire via une augmentation de la traduction/synthese
protéique. A forte concentration d’anticorps, la signalisation intracellulaire coopére avec les
récepteurs du FGF permettant d’activer la voie MAPK et influencer la prolifération cellulaire.
Finalement, les anticorps peuvent induire une signalisation de survie via le complexe mMTORC2 et
AKT en augmentant I'expression de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-xL conférant

transitoirement un état de résistance aux CE (111).

C) Effet synergique des anticorps sur l'activation du systeme du complément.

En plus de ses effets sur I'endothélium et le recrutement des cellules immunitaires, le complexe
anticorps-alloantigéne peut altérer les fonctions endothéliales et leucocytaires via I'activation du
systéme du complément. Le potentiel pathogénique du systeme du complément repose sur sa
capacité a amplifier les réponses immunitaires innée et acquise. En fait, les anticorps fixés a
I’endothélium servent de sites d’ancrage pour différents facteurs d’initiation de la cascade du
complément. Les produits générés des réactions enzymatiques de la cascade du complément
deviennent des ligands a la surface de I'endothélium pour les récepteurs présents a la surface des
neutrophiles, monocytes, macrophages, lymphocytes T et B ainsi que les cellules NK. Le systeme
du complément peut étre activé via 3 mécanismes qui convergent vers la production de C3 (Figure
8) (113) :

1) La voie classique initiée par des complexes antigénes-anticorps et C1q permettant d’activer

les convertases C3 et C5.

2) La voie lectine implique l'interaction de récepteurs (pattern recognition receptors (PRR)), tel
que le MBL (mannose-binding lectin) interagissant avec les structures d’oligosaccharide
présentes a la surface de plusieurs agents pathogénes d’ou leur nom : pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). Les PRR reconnaissent les structures
d’'oligosaccharides PAMP ce qui induit le recrutement de MASPs, (MBL associated serine
protease) ayant des fonctions et des structures similaires au C1q de la voie classique.

Cette voie méne aussi a I'activation des convertases C3 et C5.

3) La voie alternative implique une hydrolyse spontanée de C3 et forme un complexe avec les

facteurs B, D et la properdine (stabilise le complexe) afin de former la C3 convertase. Cette
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voie est activée constitutivement et contient un potentiel d’amplification important via c3b et

elle fait office de plusieurs niveaux de régulation.

Figure 8 : Le systéme du complément. Reproduit de (113) avec la permission de Macmillan Publishers
Ltd: Cell Research ; copyright 2010.
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Légende: La voie du complément. Le complément peut étre activé via 3 voies : la voie classique, la voie
lectine et la voie alternative. La voie classique du complément est activée lorsque C1q se lie a un anticorps
attaché a un antigéne permettant 'activation de C1r et C1s. C1s clive C4 et C2. La voie lectine est activée
lorsque des motifs ‘mannose-binding lectin® (MBL) rencontrent des motifs conservés et formés de
carbohydrates pathogéniques permettant d’activer des protéases associées aux MBL (MASPs) qui clivent a
leur tour C4 et C2. Les produits de clivage C4 et C2 forment la convertase C3, (C4bC2a), qui clive C3 en C3b
et C3a. Une deuxiéme molécule de C3b peut s’associer avec C4bC2a afin de former la convertase C5
(C4bC2aC3b) de la voie classique et la voie lectine. La voie alternative (AP) est activée lorsque C3 subit une
hydrolyse spontanée et forme la convertase C3 de la voie AP (C3(H.O)Bb) en présence des Facteurs B et D,
menant a un clivage additionnel de C3 et la formation éventuelle des convertases C3 (C3bBb) et C5
(C3bBbC3b) de la voie AP. Properdine facilite I'activation de la voie AP en stabilisant les convertases de la
voie AP. Ces trois voies convergent communément & la formation de convertases qui en retour génére les

effecteurs principaux du systéme du complément : anaphylatoxines (C4a/C3a/C5a), le complexe membranaire
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d’attaque (Membrane attack complex, (MAC)), et les opsonines (i.e. C3b). Les anaphylatoxines sont de
puissantes molécules pro inflammatoires dérivées des clivages de C4, C3 et C5. Le MAC est 'assemblage
terminal des composants du complément dont C5b via C9 qui peut directement induire la lyse de surfaces
cibles. C3b induit la phagocytose des cibles opsonisées et sert aussi a amplifier I'activation du complément
via AP.

Dans un contexte de transplantation, les anticorps fixés a I'endothélium servent de site d’ancrage
pour le substrat initial C1q de la voie classique initiant ainsi une série de réactions enzymatiques
permettant de générer le C3. Une fois généré, C3 ainsi que C5 sont clivés en produits
biologiquement actifs ayant des propriétés chemo-attractives pour les leucocytes et les monocytes
exprimant des récepteurs compatibles, i.e. C3aR et C5aR. Ces interactions favorisent la production
de cytokines pro-inflammatoires incluant IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-a.. Finalement, les composantes
terminales de l'activation du complément (C5b-C9) forment une structure tubulaire appelée
membrane attack complex (MAC). La formation du MAC favorise I'exocytose du facteur VWF et de

eme

la p-selectin représentant ainsi un 2”7~ mécanisme d’initiation favorisant I'agrégation plaquettaire et
le recrutement des leucocytes et des macrophages tel que discuté précédemment (114).
Finalement, le MAC peut aussi induire I'apoptose de maniére caspase-dépendante probablement
de maniere analogue a la voie d’induction par le systéme perforine-granzyme (115). Il est
intéressant d’observer que la fixation des anticorps au niveau de I'’endothélium peut favoriser un
phénotype de résistance et peut aussi induire I'apoptose via le recrutement du systeme du

complément.

Facteurs non-immunologiques + facteurs immunologiques : Formation d’une
boucle d’insulte autonome

L’ischémie reperfusion a un effet amplificateur sur le recrutement de facteurs immunologiques
impliqués dans le développement de la VG. L’activation du systéeme du complément est une
caractéristique importante de la réponse inflammatoire générée par l'ischémie reperfusion et les
traitements d’hémodialyse (116, 117). L’endothélium ischémique sécréte d’'importantes chemokines
dont le TNF-a et IL-1 et favorisent I'expression des molécules du CMH a sa surface. En retour,
cette stimulation a pour effet d’induire une seconde vague de sécrétion de cytokines telles que IL-8,
Gro-a, MIP-2 et MCP-1 permettant de recruter les neutrophiles et les macrophages au site d’insulte
(98, 118). Mis a part ces molécules, le C-reactive protein (CRP) et le MBL sont sécrétés suivant

Iischémie reperfusion et activent les voies classique et MBL du systéme du complément
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respectivement. Le CRP est une protéine sécrétée dans le sang par le foie en réponse a des
traumas, chirurgies ou infections. Sa concentration plasmique est rapidement augmentée par un
facteur de 1000 des heures a des jours suivants les trauma (119). De ce fait, des niveaux élevés
de CRP sériques ont été documentés plusieurs jours suivant une greffe rénale ou cardiaque (120,
121).

CRP peut interagir avec différents ligands. Par exemple, il interagit avec la membrane plasmique
des cellules stressées via la phosphatidylcholine et la sphingomyéline ainsi qu’avec la chromatine
exposée sur les cellules nécrotiques. De plus, il peut lier des composantes de la MEC incluant la
laminin et la fibronectine, Lorsque le CRP est complexé avec 'un de ces ligands, il peut activer la
voie classique du complément en interagissant avec la région collagen-like de C1qg. De fagon
analogue a la portion Fc des anticorps anti-HLA de classe | décrit précédemment, le CRP peut
aussi recruter les leucocytes et les macrophages suivant une interaction avec les récepteurs Fc
(FcR) présents a leur surface (114). Finalement, la colocalisation du CRP et du complément a été
démontrée in vivo au niveau de lésions athérosclérotiques et dans les infarctus aigus du myocarde

suivant un dommage ischémique (122).

En plus du CRP, la colocalisation du MBL et de la déposition du complément sur I'endothélium
vasculaire suivant un stress oxydatif a été démontrée in vitro. Ce méme phénoméne a été observé
in vivo suivant l'arrét de circulation sanguine temporaire d’'une artére coronaire irrigant des cceurs
de rat (123). Finalement, tout comme le CRP, le MBL peut aussi servir de ligand pour les
récepteurs des macrophages, permettant ainsi de générer une boucle d’amplification menant a une

activation massive de ces cellules (124).

En résumé, dans un contexte de transplantation, les facteurs non-immunologiques sont des
parameétres contribuant a la sévérité du rejet et a la survie du greffon (125-127). lls sont d’autant

ere

plus important compte tenu qu’ils forment une 17~ vague de stress pour I’endothélium permettant de
générer la production de médiateurs impliqués dans le recrutement de la premiére ligne de défense
innée du systeme immunitaire, le systtme du complément. En retour, le systeme du complément
participe a I'activation et a la mobilisation des types cellulaires associés au systéme immunitaire et

impliqués dans le développement de la VG.



Chapitre 4 - Endothélium, réponse au stress et

mort cellulaire

“Life is pleasant. Death is peaceful. It’s the transition that’s troublesome.”

- Isaac Asimov

Ce chapitre expose les différentes fonctions de I'endothélium afin de comprendre comment la perte
de son intégrité affecte ses mécanismes de réponse au stress et I'induction de la mort cellulaire

apoptotique, soit un événement clé dans le développement de la VG.

~ Fonctions endothéliales
L’endothélium forme la 1°° barrigre physique entre le sang et les tissus de I'arbre vasculaire et

couvre approximativement une surface de 1000 m? par I'entremise d'un ftrillion de cellules
endothéliales (128). Il assure avec efficacité différentes fonctions lui permettant de s’adapter
rapidement aux changements de son environnement. A I'état basal, 'endothélium maintien une
homéostasie circulatoire et anti-inflammatoire via des fonctions faisant appel entre autres a ses
capacités de sécrétion et de séquestration. Ces fonctions garantissent une fluidité sanguine, un
échange minimal contr6lé de molécules et de fluides entre le sang et les tissus, un tonus vasculaire

souple, un état inflammatoire quiescent et une participation a I'immunosurveillance.

Coagulation

Parmi les fonctions de I'endothélium, on dénote sa capacité a réguler la fluidité du sang. Pour y
parvenir, I'endothélium séquestre et régule I'expression de différents facteurs de coagulation
impliqués dans la formation d’un thrombus. Les différents mécanismes d’inhibition sont impliqués
durant [linitiation et la terminaison du processus de coagulation. Parmi ces mécanismes,
I’endothélium inhibe I'activation de la cascade de coagulation en séquestrant des groupements
phosphatidylserine (PS) dans la membrane cytoplasmique interne. Par contre, lorsque
I’endothélium est stressé ou blessé, I'exposition extracellulaire du PS permet de créer un site
favorable au recrutement des facteurs de coagulation (129). De plus, 'endothélium exprime a I'état
basal des facteurs permettant d’inhiber le processus de coagulation incluant 1) la thrombomoduline
(TM) qui permet d’activer la protéine C qui détruit certains facteurs de coagulation inhibant ainsi des

étapes de la coagulation, 2) des protéoglycans héparan sulfate (HS) qui permettent de lier
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I’antithrombine 11l (ATII) qui séquestre et inhibe la thrombine, 3) annexin V qui permet de prévenir
la liaison des facteurs de coagulation, et 4) le tissue factor pathway inhibitor (TPF1) qui inhibe le
complexe Vlla-TF-factor Xa (Figure 9) (130). La fonction sécrétoire de I'endothélium joue aussi un
réle dans le processus de terminaison de la coagulation. Par exemple, I'endothélium au repos
inhibe l'adhésion et l'agrégation des plaquettes en sécrétant l'oxyde d’azote (NO) et la

prostaglandine I, (131).

Figure 9 : Inhibition de la cascade de coagulation par ’endothélium au repos. Reproduit de (129) avec

la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nat Rev Immunol ; copyright 2007.
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Légende: Fonctions des CE au repos. A. Toutes les CE inhibent la coagulation sanguine. Les CE lient et
présentent a leur surface des inhibiteurs (Tissue factor pathway inhibitors) prévenant ainsi l'initiation de la
coagulation en bloquant I'action du complexe factor-Vlla-Tissue-factor. Les CE synthétisent et présentent des
protéoglycans héparan sulfate (HS) a leur surface ayant des propriétés anticoagulantes qui permettent a
I’antithrombine Illl d’étre capable d’inhiber les molécules de thrombines générées par la cascade de
coagulation. Les CE synthétisent et présentent la protéine thrombomoduline, qui lie la thrombine et converti la
spécificité de son substrat de clivage du fibrinogene (étape clé dans la formation d’un caillot) en un clivage et
I’'activation de la protéine C. Cette derniére est une enzyme qui détruit certains facteurs de coagulation qui
inhibent la coagulation. Les processus clés afin de prévenir I'activation plaquettaire (et par conséquent, la
coagulation) inclut I'inactivation de la thrombine, la conversion de ’ATP en AMP inerte via I'action d’ATPases
et de ADPases, et I'inhibition de I'interaction physique entre les plaquettes et le collagéne qui peut activer les
plaquettes. Les CE séquestrent aussi le von Willebrand factor (vWF), une protéine qui renforci I'interaction des
plaquettes avec la membrane basale, en le séquestrant a l'intérieur de granules de sécrétion connus sous le
nom de Weibel-Palade bodies (WPB). L’oxyde d’azote (NO), généré par la nitric-oxide synthase 3 (NOS3) via

la conversion de I'arginine, permet de surcroit d’'inhiber I’activation plaquettaire.

Trafic protéique et tonus musculaire

L’endothélium est sélectivement perméable pour le passage de molécules et de fluides vers les

tissus et sa structure varie en fonction de sa localisation dépendamment du réle physiologique qu'l
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doit assumer. Par exemple, I'endothélium des capillaires forme des jonctions adhérentes via la
cadherine vasculaire endothéliale (VE-Cadherin) et serrées via claudin 5 distribuées de maniére
entremélée entre les cellules endothéliales empéchant le passage protéique. Ces jonctions sont
connectées a I'actine et la tubuline du cytosquelette a I'aide de protéines intracellulaires dont les
cadhérines, permettant ainsi au cytosquelette de se réorganiser afin de controler le passage
paracellulaire. Ces jonctions servent aussi de plates-formes de signalisation permettant de réguler
la prolifération et I'apoptose des cellules endothéliales. En plus des jonctions serrées et
adhérentes, les cellules endothéliales des capillaires continus ou discontinus peuvent former des
pores transendothéliaux référés sous le nom de ‘fenestrae’. Ces fenestrae peuvent étre
complétement ouverts ou bien recouverts d’'un diaphragme protéique favorisant la filtration de

insudat sanguin tel gu’illustré dans le cas des capillaires des glomérules rénaux (132).

Par contre, dans la plupart des tissus, le trafic protéique au niveau des capillaires est activement
régulé par des systémes vésiculaires spécialisés permettant a la fois de favoriser le passage de
protéines a travers la barriere endothéliale en plus de réguler leur redistribution a l'intérieur méme
de la cellule (133). Par exemple, des invaginations de la membrane référées sous le nom de
cavéoles peuvent se détacher de la membrane luminale et transporter des protéines du cété
abluminale de I'endothélium. Ces cavéoles sont riches en cholestérol et en glycosphingolipides et
sont organisées au sein de radeaux lipidiques (lipid rafts), soit des agrégations lipidiques
concentrées de récepteurs et de systemes de signalisation. Finalement, I'endothélium recouvrant
les veinules contient des structures complexes dénommées vesicular-vacuolar organelles (VVOs)
apparentées aux cavéolines et localisées a proximité des jonctions cellulaires. Ce systéme pourrait

participer a la transcytose de protéines plasmatiques durant I'inflammation et 'angiogénése (134).

L’endothélium sécréte aussi des médiateurs permettant d’assurer un maintien du tonus vasculaire
par les CML. Les CE sont électriquement couplées avec les CML via des jonctions GAP. Les 2
principaux agents vasodilatateurs sécrétés par les CE affectant le potentiel membranaire des CML
sont le NO et le ‘endothelium-derived relaxing factor’. Les CE produisent aussi des agents
vasoconstricteurs dont endothéline-1. L’équilibre du flux sanguin est régulé par les CE qui intégrent
et coordonnent les signaux mécanique et neuronal permettant de s’adapter a différentes conditions
(129, 135).
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Etat inflammatoire quiescent et immunosurveillance

A I'état basal, 'endothélium séquestre et supprime I'expression de protéines impliquées dans
linteraction entre les leucocytes et I'endothélium, soit 'une des étapes initiales du processus
d’'inflammation. Pour conserver cet état non inflammatoire, les chemokines IL-8, I'eotaxin, P-
selectin et a1,3-fucosyltransferase-VI sont confinées dans les WPBs (136). Un mécanisme de
régulation additionnel a leur séquestration dans les WPBs repose sur leur régulation
transcriptionnelle. Par exemple, il a été démontré que la régulation de I'expression génique de IL-8
peut étre régulée par une stimulation au TNF-a qui induit simultanément une liaison coopérative
entre des facteurs de transcription de la famille C/EBP et NF-kB aux régions du promoteur du géne
IL-8 (137). Finalement, I'endothélium inhibe aussi I'expression transcriptionnelle de différentes
molécules d’adhésion telles que E-Selectin, VCAM 1 et ICAM1 impliquées dans I'interaction avec

les leucocytes (129, 135).

Finalement, on reconnait maintenant que I'endothélium joue un réle dans 'immunosurveillance, le
positionnant ainsi a titre de déterminant dans la vasculopathie du greffon. Par exemple, les
interactions réversibles entre les CD et I'endothélium pourraient augmenter la capture et la
présentation d’antigéne aux sites d’inflammation et dans le systéme lymphatique. Ces interactions
via les E- et P- selectin avec I'endothélium permettraient aux CD d’évaluer localement la présence
de signaux activateurs (chemokines) et faire I'extravasation vers les tissus enflammés (138). Les
lymphocytes T circulant dans le sang forment aussi des interactions transitoires avec I'endothélium.
Dans le cas des capillaires, la grosseur des lymphocytes T est pratiquement similaire a la lumiére
des capillaires générant forcément des points de contact avec I'endothélium. De plus, les CE des
capillaires et des veinules de la microvascularisation expriment des molécules du MHC de classes |
et Il présentant des peptides étrangers pouvant générer réponse cellulaire T. Le concept
d’immunosurveillance prédit que les lymphocytes T devraient étre capables d’accéder a tous les
tissus, un principe qui peut étre élargi en incluant la possibilité que lorsqu’un antigéne fonctionnel
est absent pour une présentation efficace, les lymphocytes T peuvent repartir ou mourir sur place
(139).

L’endothélium en réponse au stress
L’endothélium dispose de plusieurs mécanismes lui permettant de s’adapter transitoirement ou

chroniquement aux changements reliés a son environnement. Dépendamment du type d’insulte
initial, I'endothélium peut s’activer. Ce processus inflammatoire est provisoirement bénéfique et
permet de recruter différentes populations cellulaires du systéme immunitaire. Parallélement,

I’endothélium peut adopter un phénotype de résistance en plus de favoriser 'autophagie et le UPR
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(unfolding protein response), lui permettant ainsi de survivre temporairement au type de stress qu’il
expérimente (Figure 10). Toutefois, lorsque I'adaptation et la résistance ne suffisent plus aux
tensions environnementales, les mécanismes de réponse au stress déplacent I'équilibre vers
I'induction de la mort cellulaire apoptotique créant ainsi un dommage cellulaire irréversible. Lorsque
I’'accumulation du dommage endothélial est suffisamment importante pour menacer les fonctions de
base de I'endothélium, cet état est référé a titre de dysfonction endothéliale. La dysfonction
endothéliale est un marqueur corrélant avec le développement de la VG et de I'athérosclérose

native.

Figure 10 : Schématisation de I’endothélium en réponse a différents stress. Se référer au texte pour la

description de la figure. Générée par I.S.
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Légende : L’endothélium dispose de plusieurs mécanismes afin de répondre aux tensions environnementales.
Suivant un stress inflammatoire, I'activation endothéliale de type | et Il permettent de recruter différentes
populations cellulaires du systéme immunitaire. Les stress oxydatifs, ischémiques et hypoxiques contribuent a
générer un stress du RE et une augmentation du calcium intracellulaire permettant d’activer des mécanismes
cytoprotecteurs (fleches bleues) incluant le UPR (unfolding protein response) et 'autophagie. L’endothélium
peut aussi transitoirement adopter des phénotypes de résistance a I'apoptose et d’accommodation. Lorsque
les stress initiaux sont maintenus, les mécanismes de réponse aux stress déplacent I'équilibre vers I'activation

des caspases et par conséquent I'apoptose endothéliale (fleches jaunes). De plus, une activation endothéliale



47

soutenue contribue a augmenter les niveaux calciques intracellulaires et surcharger le UPR et I'autophagie,
favorisant aussi I'activation des caspases et I'apoptose endothéliale (fleches rouges). L’apoptose endothéliale
modifient les fonctions de bases de I'endothélium en des états pro coagulant et pro adhésif et génére une
dénudation endothéliale conséquente a l'apoptose des CE. Ces changements ont pour effet de rendre
I’endothélium dysfonctionnel par rapport a ses fonctions de base. Des boucles d’amplification (fleches noires)
sont générées par la dysfonction endothéliale qui en retour favorise I'apoptose endothéliale et génere des

stress cellulaires qui participent initialement a produire différentes réponses au stress.

Activation endothéliale

Suivant une infection, un trauma ou une chirurgie, les neutrophiles sont recrutés au site d’insulte et
initient un processus d’inflammation. L’endothélium s’adapte a ce changement environnemental via
un processus d’activation défini par I'acquisition de nouvelles fonctions permettant de bénéficier
I’'héte (129). L’activation endothéliale peut étre rapide et indépendante de I'expression de nouveaux
génes (activation de type I) ou plus lente et dépendante de I'expression de genes (activation de
type IlI). Dans les 2 cas, 3 éléments participent a générer les 4 points cardinaux associés a
inflammation : 1) augmentation locale du débit sanguin donnant I'aspect ‘rouge’ et ‘chaud’; 2) la
fuite de protéines plasmatiques de la circulation sanguine vers les tissus associée a ‘I'enflure’; 3) le
recrutement et I'activation de leucocytes circulants au site d’insulte ou ils sécrétent des médiateurs
et transmigrent dans les tissus endommagés. La ‘douleur’ est générée par les médiateurs sécrétés

par les leucocytes et sont pergus par les fibres nerveuses sensorielles de type C (129).

Durant l'activation de type |, des ligands formant un complexe avec les récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR) permettent de moduler la concentration calcique intracellulaire ainsi que
I’activation de RHO (RAS homologue) en RHO-GTP catalysé par RHO-GEF. Ces 2 aspects
caractérisent les actions générées par I'activation de type | (140). Briévement, suite a I'activation
des GPCR, l'augmentation du débit sanguin au site d’insulte est générée par une élévation
intracellulaire calcique qui permet d’engendrer une série de réactions enzymatiques afin de générer
le PGl,, un agent vasodilatateur impliqué dans la relaxation du tonus musculaire (141). L’oscillation
des concentrations calciques intracellulaires ainsi que I'activation de RHO-GTP participent aussi a
la fuite de protéines plasmatiques vers les tissus en générant une réorganisation du cytosquelette
favorisant l'ouverture des jonctions gap entre les cellules adjacentes (142). De plus,

’laugmentation de calcium intracellulaire favorise I'exocytose de la p-selectin confinée dans les
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corps WPBs ainsi que la génération de PAF (platelet-activatig factor) ayant un effet juxtacrin sur le

tatonnement des neutrophiles ainsi que leur extravasation a travers I’endothélium.

L’activation endothéliale de type Il représente une réponse inflammatoire soutenue sur une longue
période dont les médiateurs classiques sont le TNF-a et interleukine-1 (IL-1) sécrétés par les
leucocytes (140). Suivant la liaison du TNF-a et de son récepteur (TNFR1), il y a génération d’un
complexe protéique appelé signalosome (TNF/TNFR1/TRADD/RIP/TRAF2) initiant une cascade de
signalisation menant a I'activation de facteurs de transcription dont NF-kB. L’effet de IL-1 est
similaire a celui du TNF-a sur la régulation de NF-kB et implique la formation d’'un complexe de
signalisation formé de IL-1/IL-1R1/TIRAP/MYD88/IRAK1/IRAK4/TRAF6. NF-kB migre vers le
noyau ou il active la transcription de molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement des
neutrophiles via I'expression de E-selectin, et le recrutement leucocytaire via I'expression de
VCAM1 et ICAM1. Par conséquent, I'activation de type Il est davantage efficace que le type | pour

le recrutement des leucocytes.

Acquisition transitoire d’un phénotype de résistance

Parallelement a I'activation endothéliale, 'endothélium est programmé pour réguler la transcription
de génes permettant de résister a l'insulte initiale. Par exemple, suivant une stimulation soutenue
avec TNF-a, le signalosome (TNF/TNFR1/TRADD/RIP/TRAF2) active, via la voie NF-kB,
I’expression de genes anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, incluant Bcl-2 et Bcl-xL, ainsi que c-Flip,
un inhibiteur de la pro-caspase 8 (62). Ces protéines régulent des étapes limitantes dans I'initiation
de l'apoptose et sont trés pertinentes dans la compréhension de la VG. Par exemple, dans un
contexte ou, malgré une évidence sérique d’anticorps spécifiques dirigés contre I'endothélium du
greffon, celui-ci fonctionne sans démontrer d’évidence de rejet. La régulation de ces génes
cytoprotecteurs a titre de déterminants dans le phénotype de résistance endothéliale a été proposé

afin d’expliquer cet état d’accommodation du greffon (143).

Autophagie

Par opposition a la voie de dégradation des protéines de ‘courte vie’ (short-lived) régulée par la voie
du protéasome, I'autophagie fait référence a un mécanisme cellulaire favorisant la dégradation de
matériel cytoplasmique incluant des organelles et des protéines de ‘longue vie’ (long-lived). Les 3
fonctions de I'autophagie connues a ce jour sont: 1) élimination des protéines et des organelles

défectueuses; 2) prévention de 'accumulation d’agrégats protéiques; 3) élimination de pathogénes
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intracellulaires et 4) et la présentation croisée (cross-presentation). L’autophagie a une activité
basale permettant d’assurer le ‘turnover’ des protéines et des organelles. Ce bas niveau
d’autophagie est maintenu par une kinase (mTOR : mamalian Target of Rapamycin) dont I'activité
est inhibée en présence suffisante de facteurs de croissance et de nutriments cellulaires.
Toutefois, l'activité autophagique est augmentée dans différents contextes afin d’assurer une
demande énergétique soutenue ou afin d’éliminer des composants cytoplasmiques dommageables
pour 'homéostasie cellulaire. A titre d’exemple, on dénote le jeline et la déprivation de facteur de
croissance, l'ischémie, le stress oxydatif, les infections et le stress du RE associé a I'accumulation

d’agrégats protéiques (144-147).

L’autophagie est initiée par la séquestration de cargo cytoplasmiques via la formation et I'expansion
d’une vésicule en formation référée sous le nom de phagophore et régulée par la famille protéique
ATG (Autophagy-related genes). Lorsque les 2 extrémités du phagophore fusionnent, cette
vésicule est nommée autophagosome et est caractérisée par une double-membrane appréciable
par microscopie électronique. Les autophagosomes peuvent fusionner avec différentes populations
d’endosomes ainsi que les multivesicular bodies (MVB) (148). En fait, il semblerait que les
autophagosomes fusionnent préférentiellement avec les MVB afin de former des amphisomes.
Finalement, la derniére étape de l'autophagie implique la formation d’autolysosomes suivant la
fusion des autophagosomes et des amphisomes avec les lysosomes au sein desquels le processus

de dégradation se termine (Figures 11 et 12) (149).
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Figure 11 : L’autophagie. Reproduit de (148) avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Cell

Death and Dlifferentiation; copyright 2009.
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Légende: La voie autophagique. La production de PtIns3P par le complexe Beclin 1 est un événement
précoce dans la formation d’autophagosome qui est nécessaire pour le recrutement de certaines protéines
ATG au phagophore ou pour l'isolation de matériel membranaire. Subséquemment, le recrutement séquentiel
du complexe Atg-12-Atg-5 et de la protéine Atg8-LC3 au phagophore prend place. La forme cytosolique de
LC3, LC3-l, est liee de maniere covalente a la phosphatidyléthanolamine (PE), générant LC3-ll, qui lie la
membrane autophagosomale. Le phagophore, soit une structure en forme de ‘cup-shape’ encapsule des
protéines cytosoliques et des organelles, formant une structure a double membrane nommée autophagosome.
A ce point, la plupart des protéines Atg, excepté LC3-Il, sont recyclées de la membrane autophagosomale au
cytosol. Ensuite, les autophagosomes peuvent fusionner avec des compartiments endosomaux générant ainsi
des amphisomes. Le matériel séquestré est finalement dégradé suivant la fusion de 'amphisome avec un
compartiment lysosomial, formant ainsi un autolysosome. La fusion d’autophagosome et d’autolysosome avec

le compartiment lysosomial est dépendante de la protéine Rab7 activée.
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Figure 12 : La voie autophagique visible par microscopie électronique. Reproduit de (150) avec la

permission de Macmillan Publishers Ltd: Cell Research; copyright 1999.
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Légende: Photographies illustrant des images des différents stages de I'autophagie (A) pré-autopahgosome,
5000 x; (b) autophagosome précoce, 40000x; et (c) autophagosome tardif, 40000x; (d), un autophagosome
tardif (fleche) a proximité d’'un MVB dense (DM) et d’'un lysosome (L), 40000x.

Les acides aminés générés durant 'autophagie servent simultanément de substrats nécessaires a
la synthése protéique afin d’assurer la traduction de protéines impliquées dans la survie cellulaire
ainsi qu’a alimenter le cycle tricarboxylique permettant de générer de ’ATP (151, 152). Un exemple
concret permettant d’attribuer a l'autophagie un réle protecteur en réponse au stress est illustré
dans les modeles de souris ou les souriceaux nouveau-nés expriment de hauts niveaux
d’autophagie dans le foie, le coeur, les poumons, le pancréas et les muscles afin de générer des
substrats oxydables suivant l'interruption rapide de I'apport nutritionnel placentaire de la mére
suivant la naissance (153). Finalement, 'autophagie représenterait un mécanisme d’adaptation
suivant un stress du RE qui est particulierement pertinent dans le contexte de la pathophysiologie
rénale. Le stress du RE est conséquent, entre autre, a des épisodes d’ischémie reperfusion, soit un

facteur clé impliqué dans la pathophysiologie de la VG. L’autophagie en réponse a ce stress
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représenterait un phénoméne d’adaptation permettant d’assurer une homéostasie cellulaire

transitoire des cellules rénales et vasculaires (154-156, 157¢&Pallet, 2009 #1380, 158).

Figure 13 : L’autophagie a titre de mécanisme cytoprotecteur. Reproduit de (159) avec la permission

de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer, copyright 2005.
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Légende : Sous des conditions d’inanition ou de dommage sub-Iétal associés aux organelles cytoplasmiques,
une augmentation de I'autophagie pourrait constituer un mécanisme pour cataboliser le réservoir énergétique
cellulaire et/ou éliminer des organelles défectueuses. Lorsque I'autophagie est bloquée au niveau de la
formation des autophagosomes, I'apoptose classique est induite. Par contre, lorsque I'autophagie est bloquée
a des stades tardifs — par exemple, au niveau de la fusion autophagosome-lysosome — les cellules accumulent
d’abord des vacuoles autophagiques et ensuite meurent via des caractéristiques classiques d’apoptose, tel

que la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et I'activation des caspases.

Dans ce méme ordre d’idée, plusieurs auteurs suggerent que dans différents contextes de stress
cellulaires, I'autophagie est un mécanisme d’adaptation permettant initialement de protéger la
cellule mais qu’a un certain point, dépendamment de la nature et de I'intensité du stress initial, elle
favorise I'induction de la mort cellulaire apoptotique (149, 159, 160) (Figure 13). Cette hypothése a
été proposée dans des modeles d’athérosclérose et d’ischémie chronique du myocarde. Le stress
oxydatif associé a ces conditions peut étre transitoirement tamponné par des processus
autophagiques (via la dégradation de mitochondries endommagées). Toutefois, lorsque la cellule
ne peut plus assumer son rdle antioxydant, I'autophagie ne suffit plus laissant libre cours aux
mitochondries endommagées de libérer des facteurs pro-apoptotiques dont le cytochrome C

permettant d’activer la mort cellulaire apoptotique (161, 162) (Figure 14).
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Figure 14: Stress oxydatif, autophagie et apoptose.

Reproduit de (162) avec la permission de Springer Science+Business Media ; copyright 2008.
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Légende: Modele pour les effets anti-apoptotiques de I'autophagie durant le stress oxydatif associé a
I'athérosclérose. Le stress oxydatif initié par la production d’espéces oxygénées réactives ou par la formation
de lipides oxydés (i.e. 7-ketocholestérol) est une caractéristique clé des plaques d’athérosclérose avancées.
Un stress oxydatif léger active I'autophagie afin de faciliter I’élimination d’organelles (i.e. des mitochondries
dépolarisées). La dégradation autophagique efficace des composants endommagés contribue au
recouvrement cellulaire. Si I'autophagie n’est pas assez efficace pour éliminer le dommage cellulaire, une fuite
de composants intra mitochondriaux tel que le cytochrome C peut induire I'apoptose via I'activation des
caspases. De plus, le dommage oxydatif de la membrane lysosomiale résulte souvent en une fuite cytosolique
d’hydrolases puissantes qui pourraient causer des dommages cytosoliques substantiels, méme a un pH

cytosolique neutre, suivi d’apoptose.

Apoptose endothéliale

En réponse aux changements environnementaux, des mécanismes permettent de réduire le stress
oxydatif résultant d’épisodes ischémiques en favorisant I'’équilibre vers I'expression de molécules
antioxydantes. Il peut aussi instaurer transitoirement une halte a la synthése protéique afin
d’empécher I'accumulation de protéines n’ayant pas terminé leur maturation tertiaire et quaternaire
(unfolding protein response, UPR). La cellule peut aussi instaurer une pause dans la réplication de
I’ADN et induire des processus de réparation généré d’'un stress génotoxique (163, 164). Toutefois,
dépendamment de la source de stress et de son intensité, la cellule possede des programmes
génétiquement régulés lui permettant de survivre ou de mourir, via un processus décisionnel encore

non résolu, et de favoriser I'équilibre littéralement vers un suicide cellulaire. Dans un contexte
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relatif a la transplantation, ’endothélium expérimente des épisodes de stress oxydatif et d'ischémie
reperfusion et des perturbations métaboliques mettant au défi les mécanismes de compensation

cellulaire.

Au niveau de I'endothélium, la kinase ASK1 (Apoptosis-signaling kinase 1) joue un r6le central dans
I’activation intrinseque de I'apoptose en réponse excessive au stress oxydatif, au stress associé au
réticulum endoplasmique, au stress génotoxique et a une activation endothéliale soutenue (Figure
15). La participation quaternaire de ASK1 dans la signalisation initiale de I'induction de I'apoptose
endothéliale offre un bel exemple ou les voies d’activation intrinséque et extrinséque de I'apoptose

sont sollicitées dans un contexte de réponse au stress.

A I'état basal, ASK1 est inactif et demeure complexé avec une protéine (14-3-3) se liant & ses sites
sérines phosphorylés. Les signaux de stress induisent une dissociation entre ASK1 et ses
inhibiteurs, lui permettant ainsi de former 4 complexes de maniére stress-spécifique : 1) Durant
Iischémie, le stress oxydatif induit le complexe PKD1-ASK1; 2) durant une stimulation soutenue de
TNF, formation du complexe TRAF2-AIP1-ASK1, 3) durant le stress du réticulum endoplasmique
induit par la cytotoxicité associé a des immunosuppresseurs, le complexe IRE1-AIP1-ASK1 au
niveau du RE et 4) durant un stress génotoxique, HIPK1-ASK1. Tous ces complexes convergent
vers I'activation de la voie JNK-p38MAPK. Via un mécanisme et une protéase non décryptés, JNK
initie le clivage de Bid, une protéine clé dans la perte d’intégrité mitochondriale membranaire durant
'apoptose. Cette derniere étape de signalisation est limitante dans I'activation de la voie

intrinséque de I'apoptose (135).
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Figure 15 : ASK1 et 'apoptose endothéliale initiée par différents stress cellulaires. Reproduit de (135)
avec la permission de Annual Reviews, Copyright 2009.

s 1433
Trx

P
(S967)

(Inactive)

PKD1

ASK1 8

Oxidative stress

® HIPK1
ASK1

Genotoxic stress

ASK1

TNF ER stress

INK/p38 MAPK
]

Apoptosis
Légende: ASK1 joue un réle central dans I'apoptose induite par un stress dans les CE. Dans les CE au
repos, la protéine intracellulaire thiorédoxine (Trx) dans sa forme réduite ainsi que la protéine liante
phosphosérine 14-3-3, s’associe avec ASK1, permettant de maintenir ASK1 dans un état inactif. Les signaux
de stress induisent I'activation de ASK1 via la dissociation de ASK1 de ses inhibiteurs, i.e. Trx et 14-3-3.
Plusieurs protéines sont impliquées dans la dissociation des complexes ASK1 Trx/14-3-3 de maniére stress
spécifique. PKD1, TRAF2-RIPK1-AlIP1, IRE1-AIP1 et HIPK1 forment un complexe avec ASK1 en réponse au
stress oxydatif, au TNF, au stress du réticulum endoplasmique et au stress génotoxique, respectivement, afin
de dissocier Trx et 14-3-3 de ASK1, menant a 'activation de la signalisation ASK1-JNK. Cette voie peut aussi
activer p38 MAPK.

En plus des mécanismes internes de la cellule permettant de favoriser une réponse apoptotique, les
récepteurs membranaires peuvent aussi converger des signaux de stress extracellulaire vers
I'activation de I'apoptose via la voie extrinséque. Par exemple, les cellules endothéliales expriment
des récepteurs de mort (Death receptors, DRs) appartenant a une sous-famille des récepteurs du
TNF-a. 3 types de complexes initiés par la ligation du TNF-a et du TNFR1 prennent place dans le
cytoplasme et la balance de la formation de ces complexes permet de favoriser les mécanismes de
survie ou d’apoptose. En plus des différents stress mentionnés ci-haut, lorsque I'activation
endothéliale de type Il est soutenue, la production de TNF-a ainsi que de IFN-gamma coopérent
afin  d’induire l'apoptose des CE. En présence du TNF, le signalosome
(TNF/TNFR1/TRADD/RIP/TRAF2) peut recruter la protéine d’échafaudage FADD contenant des
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domaines DED (Dead effector domain) favorisant le recrutement des pro-caspases initiatrices 8 et
10 transformant ainsi ce signalosome en complexe d’induction de mort (DISC, Death-induding
signaling complex) (165, 166). L’effet synergique pro-apoptotique de IFN-gamma repose sur sa

capacité d’augmenter le niveau d’expression de la pro-caspase-8 dans les CE (167).

En résumé, I'endothélium est programmé afin de répondre au stress et influence le destin cellulaire

via I'activation des voies intrinséque et extrinseque de I'apoptose.

Dommage tissulaire et dysfonction endothéliale

La mort cellulaire endothéliale en réponse au stress crée un dommage cellulaire qui, a un certain
point, interfére avec les fonctions de base de I'endothélium. Ce phénomeéne référé sous le nom de
dysfonction endothéliale est associé a une diminution de la production de NO par I'endothélium
artériel. Compte tenu que NO est un médiateur important contribuant a la vasodilatation ainsi qu’a
maintenir un état anticoagulant, la diminution de sa production a un effet trés néfaste sur la santé
endothéliale (168). Par exemple, I'apoptose endothéliale et le dommage cellulaire favorisent
I’endothélium vers un état pro-coagulant. Les CE apoptotiques perdent leur fonction anticoagulante
via le ‘dépouillement’ a la surface membranaire de HS et en exposant a leur surface la PS ainsi que
sur les microparticules issus de ces cellules, favorisant ainsi un lit favorable pour le recrutement des
facteurs de coagulation. Finalement, les CE apoptotiques permettraient de décrypter le TF
normalement séquestrés dans les CE. Durant I'apoptose, les microparticules dépouillées de la
membrane plasmique permettraient d’exposer le tissue factor (TF) a la circulation sanguine
catalysant ainsi I'activation de la cascade de coagulation (169). Somme toute, la coopération de
tous ces facteurs générés durant 'apoptose endothéliale favorise la formation de thrombi ayant le
potentiel d’obstruer davantage les vaisseaux et favoriser 'incidence d’ischémie, formant ainsi une

réparation chronique en réponse a l'insulte initiale.

Tel que discuté au long de cet ouvrage, I'apoptose endothéliale est un facteur clé impliqué dans le
développement de la VG. Par conséquent, compte tenu que l'apoptose endothéliale et la
dysfonction endothéliale sont intimement reliées et favorisent un état chronique d’insulte et de
réparation vasculaire, il n’est donc pas surprenant que la dysfonction endothéliale soit un facteur de

prédiction des maladies athérosclérotiques et de la VG (170, 171).
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Entre la vie et la mort, il y a le développement

Historique associé au concept de la mort cellulaire

La contribution des embryologistes entourant la découverte des phénomeénes associés a la mort
cellulaire est significative. La mort cellulaire dite physiologique a été reconnue initialement par C.
Vogt en 1842. Celui-ci observa des cellules mortes dans le systéme neuronal d’embryon de
crapaud. Par la suite, A. Glicksmann en 1951 publia un premier article dans lequel il exposa que la
mort cellulaire représentait un processus normal impliqué dans le développement (172). De Ia,
différents noms ont été prétés a la mort cellulaire physiologique basé sur le réle et la localisation
des lysosomes (173). En fait, tous les termes associés a ces différents types de mort cellulaire sont
regroupés dans un terme global nommé ‘mort cellulaire programmée’ (174) originalement décrit en
une série d’évenements génétiquement programmés menant a la mort cellulaire. Kerr, Wyllie et
Currie ont décrété le mot ‘apoptose’ lorsqu’ils observérent par microscopie électronique que les
hépatocytes issus d’'un dommage ischémique apparaissaient différents des cellules exposées a des

toxines qui généraient plutdét une mort cellulaire nécrotique (175, 176).

La premiére description des génes et des mécanismes impliqués dans la mort cellulaire
physiologique en 1982 fat conduite par Horvitz a l'aide d’'un modéle simple, le nématode C.
elegans, un type de ver rond. Dans ce modeéle, il observa que 131 cellules (sur un total de 1090,
précisément) meurent par apoptose a un point spécifique du développement du nématode en
processus de devenir adulte, démontrant que ce processus est finement et génétiquement régulé
(177). Depuis, différents types de mort cellulaire programmée ou non, physiologiques ou

pathologiques ont été décrits.

Le foisonnement de I'apoptose dans les processus physiologiques et pathologiques est éloquent :
I’'apoptose gouverne autant le développement embryonnaire incluant le fagonnement des doigts et
des orteils, la sélection des lymphocytes dans le thymus, le cancer jusqu’aux répercussions

paracrines de I'apoptose sur la réparation vasculaire chronique (71).
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Exemples de la mort cellulaire physiologique apoptotique

¢ Homéostasie et développement

Physiologiquement, I'apoptose contribue a ’homéostasie en permettant de maintenir un décompte
cellulaire viable via I'élimination des cellules en excés ou potentiellement dangereuses. Dans ce
contexte, on parle de suicide cellulaire car la cellule s’affaire elle-méme a activer les mécanismes
impliqués dans la cascade de signalisation menant a I'apoptose. Un autre exemple de suicide
cellulaire physiologique fait référence aux différentes étapes du développement embryonnaire
pendant lesquelles I'apoptose permet de fagonner structuralement et cellulairement I'organisme
multicellulaire en devenir. L’apoptose est essentielle a la digitalisation des doigts et des orteils, a la
formation des tubes, dans le remodelage des os et dans I'involution des glandes mammaires (178,
179).

¢ Protection contre I'envahissement viral

Les virus ont obligatoirement besoin d’infecter une cellule vivante afin de se répliquer et survivre.
Par conséquent, la mort cellulaire permet a la cellule infectée de rapidement se ‘suicider’ afin de
limiter la propagation virale. De fagon intéressante, les organismes multicellulaires ont acquis et
parfait leurs mécanismes de mort cellulaire afin de résister a 'envahissement viral, contrairement
aux virus qui ont nettement amélioré leurs stratégies de survie (176). Par exemple, les virus ont
acquis I'expression d’inhibiteurs effectifs a plusieurs étapes reliées a l'induction de I'apoptose
incluant des homologues a la famille protéique Bcl-2, des inhibiteurs directs des caspases activées

ou des molécules qui préviennent I'activation des caspases et finalement et des inhibiteurs de p53.

L'intérét pour I’étude des différents types de mort cellulaire durant le développement a perdu un peu
d’élan au profit de son implication dans différents contextes pathologiques. Toutefois, plusieurs
études apparentées au développement ont récemment démontré que des cellules peuvent afficher
des différences morphologiques extrémes durant la mort cellulaire mais qu’a la fin, elles utilisent
des mécanismes communs de destruction incluant 'autophagie et I'apoptose. Par conséquent, la
régulation de la mort cellulaire pathologique a I'aide d’agents thérapeutiques pourrait interférer avec
le processus physiologique de la mort cellulaire ‘naturelle’ et nous devons absolument continuer a
comprendre ses implications dans un contexte physiologique afin de ne pas générer des effets

secondaires indésirables.
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Schéma référentiel de la mort cellulaire

Durant les dernieres 60 années, I'étude de la mort cellulaire fit un sujet tres ardent qui a permis de
générer une quantité mirobolante de données expérimentales. Toutefois, différentes manifestations
morphologiques et biochimiques apparentées a différents types de mort cellulaire peuvent brouiller
notre interprétation dans un contexte donné. Afin de mettre de I'ordre dans toutes ces observations
scientifiques, un groupe de chercheurs pionniers rayonnant dans I'’étude de la caractérisation des
différents types de mort cellulaire ont adopté une nomenclature référentielle: Classification of cell
death : recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2009 (NCCD) (180). Suite
a cette nomenclature (Annexe 2), il n’est plus permis d’utiliser I'expression ‘% of apoptosis’ afin de
référer I'apoptose. Nous devons plutdt spécifier le paramétre observé et discuter par la suite de

Iincidence de I'apoptose en fonction de plusieurs critéres spécifiques présents au sein de la cellule.

Selon ce schéma, une cellule peut étre considérée ‘morte’ lorsque I'un des critéres suivants est
rempli: 1) perte d’intégrité membranaire, tel que visible par coloration au propidium iodide in vitro; 2)
fragmentation de la cellule en noyaux discrets, référés sous le nom de corps apoptotiques; 3)
phagocytose du cadavre cellulaire résiduel (ou des fragments) par des cellules adjacentes in vivo.
Parallelement, certaines caractéristiques biochimiques pourraient représenter un état ou la cellule
n’est pas encore morte mais a toutefois atteint un point de non retour irréversible. Par exemple, cet
état concorderait avec une activation massive des caspases, la perméabilisation des membranes
mitochondriales et I'exposition de la PS a la surface de la cellule. Ces caractéristiques ne
représentent pas nécessairement la mort directement car plusieurs exemples font mention de ces
évenements dans des contextes non-létal et de différentiation (181-184). Par conséquent, ces
criteres permettent de distinguer entre une authentique cellule morte et une cellule ‘en train’ de

mourir qui n’a pas terminé son suicide cellulaire.

En lien avec cette nomenclature et selon différentes caractéristiques morphologiques et
biochimiques, 2 types de mort cellulaire sont bien définis : 'apoptose ainsi que la nécrose. La mort
cellulaire autophagique a été proposée dans des cas trés spécifiques mais ne figure plus a titre de
mort cellulaire classique. De plus, la nomenclature concernant d’autres types de mort cellulaires
est plutét spéculative. Compte tenu que le présent travail repose pratiquement exclusivement sur
les répercussions de I'apoptose, ce type de mort cellulaire sera largement détaillé dans le prochain

chapitre tandis qu’un bref apergu des autres types de mort cellulaire sera abordé.
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Apercu général de la mort cellulaire

1) L'apoptose

Selon la NCCD, le terme apoptose devrait étre exclusivement  gejuie
normale

utilisé dans un contexte ou les différents aspects W

morphologiques suivants sont présents : un arrondissement -K

de la cellule, une rétraction des pseudopodes, une réduction Cellule
apoptotique

du volume cellulaire, la condensation de la chromatine
(pyknosis), la fragmentation nucléaire (kayorrhexis), le Figure 16: Microscopie a
bourgeonnement de la membrane plasmique (blebbing) et

fluorescence et coloration HOPI de
I'engouffrement par les phagocytes résidents in vivo. Ces  cellules endothéliales (HUVEC).
changements morphologiques peuvent étre détectés par Images générées par . Sirois dans
microscopie (a fluorescence ou électronique) a l‘aide de le laboratoire du Dre Marie-Josée
colorants vitaux incluant liodide de propidium, (PI) et le Hébert, 2007.

Hoescht (HO)). Une augmentation de [lintensité de la

coloration au HO (bleu foncé et brillant) en combinaison avec la morphologie fragmentée du noyau
est indicatif de I'apoptose. La coloration avec le propidium iodide (PI) permet d’évaluer la perte
d’intégrité de la membrane cytoplasmique, traduite par une coloration rouge de la cellule. Par
conséquent, les cellules apoptotiques auront une coloration intense au HO et une coloration
négative du PI (Figure 16). Les cellules ayant perdu leur intégrité membranaire auront une
coloration positive pour le Pl (185). La microscopie électronique, quant a elle, est I'outil étalon

permettant de visualiser directement les modifications structurales de la cellule.

Conjointement, il est possible d’effectuer des analyses plutét biochimiques afin d’investiguer
différentes manifestations sous-jacentes a I'apoptose. Par exemple, on peut évaluer I'activation
des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, I'activation des caspases, la perte d’intégrité
membranaire mitochondriale, la fragmentation de ’ADN en oligonucleosomes d’environ 200 pb, le
clivage de substrats spécifiques des caspases effectrices (PARP) et I'exposition extracellulaire de
la phosphatidylserine (PS). Toutefois, I'utilisation unique de I'une de ces caractéristiques n’indique
pas par défaut que nous observons un phénoméne apoptotique; toutefois, ces analyses permettent
de mieux définir les événements associés aux changements morphologiques réservés a I'apoptose
(180, 186-188).
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2) La nécrose

Morphologiquement, la nécrose est caractérisée par un gain Collulo

nécrotique

]

du volume cellulaire (oncosis), un gonflement des
organelles, la rupture de la membrane plasmique et la

décharge de  matériel intracellulaire dans  son KCe”ule

. . . . - normale
environnement immédiat. Cette décharge de matériel

intracellulaire peut étre accidentelle suite a des traumas ou
Figure 17 : Microscopie a fluorescence

le résultat d’une infection microbienne et permet par la suite i
et coloration HOPI de cellules

d’initier une réponse inflammatoire. De fagcon analogue a la endothéliales (HUVEC). Images

classification = de  l'apoptose, certains  marqueurs générées par |. Sirois dans le

biochimiques  peuvent appuyer les changements |gporatoire du Dre Marie-Josée Hébert,

morphologiques observés dans un contexte nécrotique. Par 2007.

exemple, la perte d’intégrité de la membrane cytoplasmique

est évaluée a l'aide de la coloration au Pl couplé a la microscopie a fluorescence (Mettre photo
figure 17) Afin d'estimer le déversement extracellulaire de protéines cytoplasmiques, on peut
mesurer I'activité enzymatique de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant des cellules

en culture par essai enzymatique et colorimétrique a I'aide de substrats de la LDH (180).

Malgré le fait que la nécrose fit longtemps appréciée a titre de mort accidentelle et non régulée,
des évidences récentes suggerent une certaine forme de signalisation via les récepteurs de mort
(TNFR1, Fas et TRAIL-R), les Toll-like récepteurs (TLR3 et TLR4) et la kinase RIP1 en présence
d’inhibiteurs de caspases (189, 190). Ce type de nécrose f(it dénommée ‘necroptose’ afin
d’'indiquer un type de nécrose régulé. Ajoutons aussi que plusieurs études rapportent différents
changements aux niveaux des organelles qui peuvent étre aussi observés dans d’autres types de
mort cellulaire. Faute d’'un consensus sur l'utilisation d’'un marqueur biochimique strictement
réservé a la nécrose, ce type de mort cellulaire est défini par un processus d’exclusion, i.e. par

I’'absence de marqueurs apoptotique ou autophagique (180).

3) Mort cellulaire autophagique

L’autophagie, telle qu’introduit a la page 48, se distingue morphologiquement par une absence de
condensation de la chromatine, une conservation de la perméabilité de la membrane cellulaire et
une vacuolisation massive du cytoplasme conséquente a l'augmentation de la formation
d’autophagosomes. Un guide d’utilisation a été généré en 2008 et sert maintenant de repére pour

l'interprétation de l'autophagie dans les cellules eucaryotes (191). D’aprés ce consensus, il est
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possible d’évaluer I'induction ou l'inhibition de la formation d’autophagosomes a un temps donné et
fixe (‘steady state methods’) ou le flux autophagique qui refléte le processus complet d’autophagie
incluant la dégradation lysosomiale et le recyclage des composants dégradés. Afin d’évaluer
I'autophagie a un temps donné, la microscopie électronique et la quantification morphométrique des
vacuoles autophagiques s’avérent les plus pertinentes. La localisation de la forme lipidée de
ATG8/LC3 (LC3Il) dans les autophagosomes peut étre évaluée par microscopie a fluorescence
mais cette approche demeure moins précise pour la quantification. En ce qui a trait a la mesure du
flux autophagique, la procédure générale implique I'utilisation d’acide aminé radioactif (par exemple,
“C-leucine ou 14C-valine) afin de marquer les protéines de longue vie et de quantifier les formes
radioactives solubles générées. Cette approche couplée a I'évaluation du ratio d’abondance du
LC3-1I/LC3-I quantifiable par immunobuvardage et par des analyses de densitométrie s’averent plus
précises que la quantité totale de LC3-1l présente dans un extrait donné. Somme toute, il demeure
important d’utiliser plusieurs approches expérimentales afin de bien évaluer I'autophagie dans un

systeme (191).

La mort cellulaire autophagique serait en fait une faute langagiére invitant a croire que la cellule
peut mourir strictement par un processus autophagique (144, 146, 149, 160, 180, 192). En fait, il
est maintenant reconnu que plusieurs caractéristiques autophagiques puissent accompagner
d’autres types de mort cellulaire suggérant ainsi que I'autophagie ne représente pas de facto un
type de mort cellulaire. A ce jour, linvolution des glandes salivaires chez la Drosophila
Melanogaster semble étre le seul exemple in vivo ou la cellule meurt vraiment par autophagie
conséquemment a une digestion massive du contenu cytoplasmique menant ainsi a I'atrophie
cellulaire (193). De plus, plusieurs évidences suggérent que l'autophagie précéde l'induction de
I'apoptose ou la nécrose et servirait a titre de complice plutét que d’auteur dans I'induction de la
mort cellulaire (144, 146, 149, 160, 192, 194). Par conséquent, faute de consensus sur la mort
cellulaire autophagique, l'utilisation de ce terme doit étre solidement démontré en absence de la

machinerie apoptotique afin d’étre utilisé a titre mort cellulaire distincte.



Chapitre 5 - L’apoptose endothéliale: la mort
cellulaire programmée au cceur de la

vasculopathie du greffon

”

“Death is not the greatest of evils : it is worse to want to die, and not be able to

- Sophocle

Ce chapitre traite de la mort cellulaire programmée apoptotique et dépendante de I'activation de
protéases, i.e. les caspases, orchestrant magistralement le démantélement cellulaire. Afin de
faciliter I'intégration des concepts entourant I'apoptose endothéliale et le développement de la VG,
des exemples pertinents au sujet sont décrits tout au long de la description des mécanismes

régulant 'apoptose.

Sommairement, I'apoptose est initiée par des changements environnants a la cellule dont leurs

effets sont traduits intracellulairement suivant 3 phases distinctes (195):

1) la phase d’initiation qui peut étre hétérogéne et dépendante de la nature des stimuli
mortels (i.e. intrinséque, extrinséque ou le systéme perforinee-granzyme);

2) la phase d’intégration-décision durant laquelle une activation pratiquement simultanée
des caspases-8-9-10 initiatrices et d’effecteurs mitochondriaux pro-apoptotiques dont la
résultante de leurs actions mutuelles permettent a la cellule de prendre la décision de
‘mourir’ et d’enfreindre ‘un point de non retour’;

3) la phase effectrice emprunte une voie commune de destruction via les caspases 3-6-7
effectrices qui s’affairent a coordonner une démolition cellulaire organisée. Cette phase
effectrice est activée indépendamment du type d’insulte initiale et du type d’initiation

apoptotique.
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Les différentes voies d’initiation de I’apoptose

1) La voie intrinséque et les mitochondries

La voie intrinseque fait appel a la participation des mitochondries, a la famille de protéines Bcl-2 et
a des facteurs issus de I'espace intermembranaire des mitochondries (protéines IMS). Ces
protéines IMS sont relocalisées dans le cytoplasme suivant la phase initiatrice de I'apoptose ou
elles adoptent des fonctions apoptotiques permettant d’activer la famille responsable du

démantelement cellulaire, les caspases.

Cette voie d’activation peut étre initi€ée par un signal négatif ou positif reflétant un changement du
milieu environnant de la cellule. Par exemple, I'absence (signal négatif) de facteur de croissance,
d’hormone et de cytokine initie I'activation de l'apoptose en défavorisant ses mécanismes
d’inhibition. Par contre, des signaux dits positifs incluant les radicaux libres, la radiation, les
toxines, I'hypoxie et les infections virales, activent directement les étapes menant a la perte
d’intégrité membranaire mitochondriale. Le fait que des cellules énuclées soient capables
d’apoptose suggére que la régulation de 'apoptose soit spatialement contrélée dans le cytoplasme
(196). Chez les mammiféres, la mitochondrie joue un réle crucial dans l'initiation de I'apoptose.
Lorsque son intégrité membranaire est compromise suite a différentes interactions protéiques de la
famille Bcl-2 (B cell lymphoma 2), des protéines mitochondriales sont libérées dans le cytoplasme
et acquiérent de nouvelles fonctions pro-apoptotiques. Par conséquent, la voie d’induction
mitochondriale régule la ségrégation et la proximité de protéines clés impliquées dans l'activation

des caspases (Figure 18) (197).

La famille Bcl-2 : Gardienne de I'intégrité membranaire mitochondriale

Une famille importante de protéines assure la garde du contenu signalétique spatialement mortel
que la mitochondrie peut déverser dans le cytoplasme. La famille Bcl-2 représente 25 génes dont
certains sont pro-apoptotiques (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bik, Blk, puma, Noxa) d’autres anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, Mcl-1,Bag) dépendant de leur effet sur la perte
d’intégrité mitochondriale et le relargage du cytochrome c (198). Ces protéines peuvent contenir
jusqu’a 4 régions conservées nommés BH (Bcl-2 homology domains). Bcl-2 et Bcl-XL contiennent
ces 4 régions BH et protégent l'intégrité mitochondriale en interagissant directement avec les

protéines Bcl-2 pro-apoptotiques. Les membres pro-apoptotiques de cette famille, incluant Bax et
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Bak, peuvent contenir plusieurs régions BH impliquées dans I'’hétérodimérisation tandis que
d’autres contiennent seulement la région BH3 (Bnip3, Bim, Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa). Ce dernier
groupe agit a titre de protéines sentinelles de la mort et joue un r6le important dans la signalisation
issue de la membrane jusqu’a la mitochondrie. En fait, les protéines BH3-only sont régulées
transcriptionnellement et post-traductionnellement et s’activent de maniére stress-spécifique. (199).
Par exemple, Noxa et Puma sont sous le contréle transcriptionnel de p53 et leur transcription est
augmentée en réponse au dommage a I'ADN. En présence de facteurs de croissance, les
récepteurs tyrosine kinase favorisent un état phosphorylé de Bad via la voie PISK-AKT. Cette
phosphorylation séquestre Bad dans un complexe assuré par la protéine 14-3-3. Par contre, durant
la déprivation de facteur de croissance, Bad est déphosphorylé et devient disponible pour interagir

directement avec le complexe Bak-Bad pro-apoptotique a la membrane mitochondriale (200).

Tel que démontré a l'aide de souris transgénique, l'activation de Bax et Bak est essentielle a
I'apoptose induite par la voie intrinséque et leur participation est fonctionnellement redondante
(201). Suivant un stress apoptotique, Bax subit un changement conformationnel lui permettant de
migrer du cytoplasme a la mitochondrie. Bak quant a lui est un résident permanent de la
mitochondrie ou sa conformation demeure inactive di a une séquestration par Bcl-xL et Mcl-1, 2
protéines Bcl-2 anti-apoptotiques. (202). Au niveau de la membrane mitochondriale, Bax et Bak

forment des complexes d’oligomeres permettant le relargage de protéines IMS.

Le recrutement des protéines de la famille Bcl-2 au niveau de la membrane mitochondriale permet
de créer un terrain décisionnel fondé sur la présence de signaux pro-mort et pro-survie. Lorsque la
balance favorise la présence de protéines Bcl-2 pro-apoptotiques (pro-mort) au niveau des
membranes mitochondriales, on observe un phénoméne de perméabilisation des membranes

interne et externe référé sous le nom de "Mitochondrial Membrane Permeabilization (MMP)" (195).

Malgré que le mécanisme exact impliqué dans la perméabilisation de la membrane mitochondriale
demeure encore un mystére, différents modéles ont été proposés. Parmi ces modeles, on dénote
la formation de pores multiprotéiques (PTP) aux sites de contact entre la membrane externe et
interne de la mitochondrie dont I'ouverture permettrait la relache non sélective des protéines. Par
contre, ce modéle semble plutét étre une résultante de I'apoptose plutét qu’un événement initial
compte tenu que différentes études génétiques ont démontré que la suppression des différentes
protéines impliquées dans la formation des PTP ne sont pas essentielles a la relache des protéines

mitochondriales (197). En retour, la structure tridimensionnelle de la famille Bcl-2 s’apparente a
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une toxine bactérienne dont les protéines peuvent former des trous membranaires afin de tuer les
cellules cibles.  Similairement, Bax, Bid et certains lipides coopeérent afin de former de larges
ouvertures pouvant étre inhibées par Bcl-xL (203). Finalement, un 3°™ modéle a été proposé et
suggeére la formation de canaux mitochondriaux (Mitochondrial Apoptosis-Induced Channel, MAC)
contenant Bax et Bak permettant le relargage de protéines (204). Nonobstant notre pauvre
compréhension des mécanismes permettant la ségrégation des protéines mitochondriales IMS
dans le cytoplasme, il demeure indéniable que ces protéines sont spatialement, temporellement et

mécanistiquement impliquées dans I'activation de I'apoptose.

Les médiateurs pro-apoptotiques séquestrés dans la mitochondrie
Mis a part son réle crucial dans la production d’énergie, la mitochondrie fait office d’organelle de
confinement ou elle séquestre 2 types de médiateurs impliqués initialement et tardivement durant

I’exécution de 'apoptose.

Le 1 groupe comprend 1) le cytochrome ¢, impliqué dans I'activation de la caspase-9 initiatrice via
la formation de I'apoptosome, 2) SMAC-Diablo (Second messanger of apoptotic cell death) et 3)
HtrA2-Omi qui inhibent des inhibiteurs de I'apoptose (IAP, inhibitor of apoptosis protein) favorisant
I’équilibre vers I'activation massive de la caspase 3 effectrice (197). Le o°me groupe de médiateurs
séquestrés dans les mitochondries a pour but de participer a la condensation de la chromatine et la
fragmentation de I'ADN, une caractéristique associée aux évenements tardifs de I'apoptose
caspase-dépendante et indépendante. Il comprend 1) AIF (Apoptosis Inducing Factor) impliqué
dans I'apoptose induite par la cathepsin B et indépendante de I'activation des caspases; et 2)

I’endonucléase G, elle aussi activée indépendamment de I'activation des caspases (205).

Conséquences de la perte d’intégrité mitochondriale : I'activation des caspases

Les fameuses caspases auxquelles le présent ouvrage fait référence représentent une famille de
cystéines protéases catalysant le clivage de substrat suivant un résidu aspartate. Classiquement,
la spécificité de ces protéases reposait sur l'origine des 4 résidus d’acides aminés positionnés du
c6té N-terminal du site de clivage (206). Toutefois, tel que discuté dans le chapitre 6, ce concept a
été revisité et suggére que le motif DEVD correspondant au site de clivage de la caspase-3 soit en
fait trés peu représenté (207). A ce jour, une dizaine de caspases ont été identifiées et sont
regroupées en trois groupes : les caspases initiatrices 2,8,9,10; les caspases effectrices 3,6,7; et

les caspases impliquées dans le processus d’inflammation, soit les caspases 1,4 et 5 (181)
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Figure 18: Les voies d’initiation intrinséque et extrinséque de I’apoptose. Reproduit de (208) avec la

permission de Macmillan Publishers Ltd: Cell Death and Dlfferentiation; copyright 2010.
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Légende : Les voies intrinseque et extrinseque de [l'activation des caspases chez les mammiféeres.
L’activation des caspases-3 et -7 effectrices est un événement clé dans I'apoptose chez les mammiferes, et 2
mécanismes majeurs existent afin d’induire cette tadche. La voie intrinséque implique la mitochondrie qui agit a
titre de récepteur intracellulaire de mort recevant une variété de signaux pro-apoptotiques qui induit
I’oligomérisation des protéines pro-apoptotique (Bcl-2-associated protéine, Bax, et Bcl-2 antagoniste, Bak) afin
d’'induire la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP). Cela méne a la relache du
cytochrome ¢ qui active Apafi, I'induction de la formation de I'apoptosome, le recrutement et I'activation de la
pro-caspase-9 et le traitement-activation des pro-caspases-3 et -7. Dans la voie extrinséque, le ligand du
récepteur Fas (FasL) induit la formation du complexe membranaire DISC (Death-inducing signaling complex)
qui recrute la pro-caspase-8 et active directement la caspase-3. Dans certains types cellulaires, la caspase-8
peut aussi cliver Bid afin de former tBid qui interagit avec Bax/Bak afin d’initier la MOMP, la relache du
cytochrome C et la formation de I'apoptosome. L’activation des caspase-3 et -7 est inhibée par les IAPs, qui
en retour peuvent étre inhibés par Smac/Diablo et Omi/HtrA2. L’activation des caspase-3 et -7 orchestre la
démolition cellulaire via le clivage de substrats spécifiques tels que ICAD, Rho effector ROCK1, la kinase

MST1, PARP et des facteurs d'initiation de la traduction.
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(209). D’autres caspases ont été identifiées dans des contextes spécifiques : la caspase 11 régule
la production de cytokine durant le choc sceptique (210), la caspase 12 est impliquée dans
I'apoptose initiée par le stress du réticulum endoplasmique (211) et la caspase 14 est fortement

exprimée durant le développement mais absente dans les tissus adultes (212).

Mécanismes d’activation des caspases

Jusqu’au début de ce nouveau millénaire, la vision classique concernant I'activation des caspases
reposait sur trois mécanismes potentiels: 1) I'activation suivant le clivage d’une portion de la forme
zymogene des caspases effectrices; 2) [l'activation induite par proximité via un complexe
d’échafaudage et une activité minimale de la pro-caspase 8 initiatrice; et 3) via la formation d’un

holoenzyme permettant de stabiliser la caspase 9 initiatrice au sein de I'apoptosome (213).

Durant les 5 derniéres années, la vision classique des mécanismes d’activation des caspases f(t
annotée par de nouvelles évidences biochimiques et cristallographiques (214-216). Initialement, la
protéolyse des caspases semblait étre un des seuls facteurs permettant de les activer. Par
conséquent, I'activation des caspases initiatrices et effectrices reposait sur la détection de formes

clivées.

Or, de nouvelles évidences suggerent que ce ne soit pas une caractéristique sine qua none. En
fait, la régulation des caspases serait davantage associée a leur état de dimérisation (215, 217).
Dans le cas des caspases initiatrices, lorsque non activée, celles-ci seraient présentes sous une
forme monomérique dans le cytosol. Dans le cas de la caspase-8, sa dimérisation au complexe
DISC permettrait de favoriser son activation. Le clivage des ‘inter-région’ serait conséquent a la
dimérisation (Figure 19) et non responsable de son activation directe. Parallélement, la pro-
caspase 9 formerait aussi des monomeéres et la ‘dimerization by induced proximity’ lui permettrait
de rendre disponible son seul site actif via une interaction avec les facteurs de I'apoptosome

initialement décrits (218).



69

Figure 19: Mécanisme d’activation des caspases initiatrices. Reproduit de (216) avec la permission de

Springer.
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Légende : Caspases initiatrices : architecture et activation. (A) Les caspases initiatrices sont exprimées a titre
de chaines simples, comprenant un ou deux domaines appartenant a la famille ‘DEATH domain’ a leur portion
N-terminale suivi d'un domaine catalytique qui peut étre divisé en une grosse et une petite sous-unité et une
boucle relativement longue entre les sous-unités. Malgré qu’elles peuvent étre clivées (tel que révélé dans leur
structure cristalline), les caspases initiatrices, telle que la caspase-9, démontre une activité compléte dans leur
forme non clivée, qui peut étre conséquent a la longue boucle de connexion entre les sous-unités. (B) Leur
activité est régulée par dimérisation et non par clivage. Les caspases initiatrices existent sous une forme
inactive monomeérique (haut). La liaison a une plateforme oligomérique, tel que I'apoptosome dans le cas de la
caspase-9, a lieu via des domaines adapteurs (tel que CARD, caspase recruitment domain) et résulte en une
proximité induite des domaines catalytiques des caspases initiatrices. Des résultats récents suggérent que
cela méne a la dimérisation qui permet la formation d’un site actif tel que démontré ici dans la structure clivée
et dimérique de la caspase-9 (bas). De maniére intéressante, seulement I'un des 2 sites adopte une forme

active dans la structure cristalline de la caspase-9.
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En ce qui a trait aux caspases effectrices, celles-ci forment des dimeéres lorsqu’elles sont inactives
et ce complexe dimérique serait requis pour la protéolyse des ‘interdomain linker’ permettant de
rendre accessible les 2 sites actifs retrouvés au sein des diméres. Ce mécanisme est illustré entre
autre pour la caspase 7 (Figure 20) (219, 220). Ce mécanisme suggérant que I'état de dimérisation
participe initialement a I'activation difféere de celui proposé initialement stipulant que ce soit le
clivage des pro-formes des caspases qui véhicule leur activation. De plus, il n’est pas exclu que

leur forme monomérique corresponde a une forme active non décrite a ce jour.

Figure 20: Mécanisme d’activation des caspases effectrices. Reproduit de (216) avec la permission de

Springer.
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Légende : Caspases effectrices : architecture et activation. (A) Activation des caspases effectrices. Les
caspases sont initialement exprimées a titre de protéine a chaine unique qui s’active suivant un clivage. Une
caspase effectrice est typiquement clivée 2 fois, menant ultimement a la libération d’'un petit peptide N-
terminal. Le clivage d’activation divise I'unité catalytique en une grosse et une petite sous-unité. La position
du résidu cystéine au sein du site actif est indiquée en rouge. Bas : schéma illustrant que les caspases
effectrices forment de maniére constitutive des diméres composés de deux unités catalytiques. (B)
Interprétation de la surface d’une caspase effectrice (caspase-7) suivant le clivage de pré activation et de post

activation. Le méme code de couleur de (A) est utilisé et les régions affichant les boucles sont présentées
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sous forme de rubans. Le clivage induit une relache des contraintes des boucles de surface (rouge et orange)
et les chaines se réarrangent. Les nouvelles portions terminales formées d’une grosse et d’une petite sous-
unité (orange) interagissent entre elles a travers l'autre unité catalytique, et avec les boucles rouges afin de
joliment aligner les pochettes de liaisons des substrats au bas de la fourche du site actif. Cela résulte en une

caspase tres active (bas).

Une explication proposée afin de justifier I'état basal dimérique des caspases effectrices
comparativement a la forme monomérique des caspases initiatrices repose sur leur constante de
dissociation (Kd). Les régions hydrophobiques des caspase 3 et 7 favorisent la dimérisation a I'état
basale et est 1000 fois plus petite que celle pour la caspase-8 (50 nM vs 50 uM pour les caspases
3 et 8 respectivement) (214, 217, 221) .

Somme toute, ces nouvelles observations nous aménent a redéfinir nos méthodes d’évaluation de
I’activation des caspases. |l sera intéressant de voir si les formes monomériques et dimériques non
actives des caspases ont d’autres rOles fonctionnels que ceux associés a la dégradation des
substrats associés a la démolition cellulaire apoptotique. De plus, il sera intéressant de voir si les
formes clivées des caspases corrélent avec l'incidence de dimérisation des caspases initiatrices

associée a leur activation.

Les inhibiteurs de I’'apoptose et I’activation des caspases

En absence de stress initial, plusieurs inhibiteurs cytosoliques s’affairent a inhiber les caspases afin
d’empécher l'induction accidentelle de I'apoptose. Parmi ces inhibiteurs, on dénote la famille des
IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins). Des études de cristallographie ont permis de révéler les
interactions directes de ces inhibiteurs avec les caspases via les domaines BIR (Baculoviral IAP
repeat) (222). Par conséquent, les caspases demeurent séquestrées dans des complexes avec les
IAP en absence de signaux de stress. Un point intéressant avec I'hypothése de dimérisation
nécessaire a I'activation des caspases initiatrices reposent sur la liaison du domaine BIR3 qui lie la

caspase-9 via un interface dimérique de celle-ci et non le site actif de I'’enzyme (223).

Les acteurs libérés de la mitochondrie ont pour but de réguler I'activation des caspases initiatrices
et effectrices. Le cytochrome C participe a la formation de I'apoptosome soit une plateforme

moléculaire nécessaire pour l'activation de la caspase-9 initiatrice impliquant aussi un facteur
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cytosolique, APAF-1. Suivant la formation de ce complexe, la caspase-9 deviendrait active et
participerait a une série d’interactions et de réactions enzymatique permettant d’activer les
caspases-3, 6, 7 effectrices. Afin de lever l'inhibition compléte des caspases, Smac-Diablo est
relargé des mitochondries vers le cytoplasme et compétitionne a la fois avec XIAP afin de favoriser
I'activation de la caspase-9 et ainsi que les IAP complexé avec les caspases effectrices 3 et 7 (224,
225).

Exemples d’apoptose initiée par la voie intrinséque

* L’ischémie reperfusion

L’interruption de la circulation sanguine prive I'endothélium d’oxygéne et cause I'accumulation de
produits oxydatifs. Les changements biochimiques associés a cet état transitoire inclus 1)
diminution du métabolisme oxydatif ayant pour effet de générer des ROS (reactive oxygen species),
2) la diminution de la production d’ATP, 3) augmentation de la glycolyse anaérobique, 4) l'inhibition
des pompes Na-K ATPase et 5) l'inhibition de I'expression de geénes cytoprotecteurs (105). La
reperfusion de I'organe suite a la greffe contribue lui aussi a générer la production de molécules
oxydantes surchargeant ainsi les mécanismes antioxydants intrinséques a la cellule résultant en

une mort cellulaire apoptotique (226).

Plusieurs études ont démontrés le réle des mitochondries dans l'initiation de I'apoptose durant
I'ischémie reperfusion. En plus de la surproduction d’agents oxydants pouvant endommager les
membranes mitochondriales ainsi que ’ADN, ces études ont aussi été corrélées avec la relache du
cytochrome c suivant le recrutement de Bax aux mitochondries, la relocalisation de Smac-Diablo
ainsi que l'activation des caspases 3 et 9 (227-229). Par exemple, I'apoptose endothéliale est
détectée dans plusieurs modeles in vivo d’ischémie reperfusion ou, I'on observe concomitamment
la caspase-3 activée et la fragmentation de I'ADN visible par la technique TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated nick end labelling) (86, 230-232). De plus, la sur-expression
de Bcl-xL par transfert adénoviral dans des cellules endothéliales pulmonaires protége contre
I’'apoptose induite par Iischémie reperfusion (233). En résumé, l'ischémie reperfusion augmente

I'incidence d’apoptose endothéliale qui est un événement clé dans le développement de la VG.

* Résistance a l'apoptose des CML dans le développement de la VG
Par opposition a la participation de I'apoptose endothéliale dans le développement de la VG, les
CML participant a I’épaississement néo-intimal suivant I'acquisition d’un phénotype anti-apoptotique

leur permet de résister a I'environnement inamical créé par les insultes immunologiques.
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L'importance de la voie intrinseque de I'apoptose est reflétée par la participation des protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2, dont Bcl-xL dans I'acquisition de ce phénotype. Les études de
Suzuki et al. ainsi que de Pollman et al. ont démontré qu’en ciblant négativement I'expression de
Bcl-xL a l'aide d’oligonucléotides antisens dans un modéle de transplantation cardiaque murin ou
dans des Iésions athérosclérotiques, lincidence de [I'épaississement myo-intimal était
significativement diminuée démontrant ainsi I'importance de la régulation de la voie intrinséque de

I'apoptose dans le développement de la VG (77, 78).

2) La voie extrinséque

Par opposition a la mort venant ‘de I'intérieur’ (du latin intrinsecus), I'apoptose peut étre préméditée
et étre initiée ‘du dehors’ (du latin extrinsecus). Les cellules avoisinantes peuvent influencer le
destin cellulaire des autres cellules en exprimant a leur surface membranaire des ligands (FasL,
TNF-a, Apo3L, et Apo2L) compatibles avec des récepteurs (FasR, TNFR1, DR3, DR4 et DR5)
présents sur la cellule cible. Par la suite, une cascade de signalisation est initiée dans le
cytoplasme incluant le recrutement de protéines d’échafaudage permettant le recrutement de la

caspase-8 initiatrice ayant pour but ultime d’activer la caspase-3 effectrice (Figure 18).

Ce cas est illustré lorsque les récepteurs des CTL reconnaissent des cellules présentant des
peptides antigénes n’appartenant pas a I'’héte via leurs CMH. Les CTL expriment le FasL a leur
surface membranaire et active la voie extrinseque de I'apoptose suivant la trimérisation du
récepteur Fas présent a la surface des cellules cibles. Par la suite, un complexe de signalisation
pro-apoptotique, DISC, est initié. Ce complexe recrute des protéines d’échafaudage dont FADD
contenant a la fois une portion death domain (DD) se liant au récepteur Fas trimérisé et un ‘death
effector domain’ (DED) permettant de recruter la pro-caspase-8 initiatrice (198, 213). Tel que
discuté précédemment, I'activation de la caspase-8 serait un mécanisme de ‘dimerization induced

by proximity’.

L’activation de la caspase-8 méne a une exécution trés efficace de I'apoptose et représente un bel
exemple d’interconnexion entre les voies d’initiation intrinséque et la voie extrinséque de I'apoptose.
Lorsqu’activée, la caspase-8 peut amplifier la signalisation de I'apoptose via la protéolyse de Bid,
qui lorsque tronqué (tBid) migre vers la mitochondrie afin de compromettre son intégrité assurée par
les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Cette relocalisation de tBid vers les

mitochondries favorise le relargage du cytochrome C permettant la formation de I'apoptosome et
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I'activation subséquente de la caspase initiatrice-9. De plus, la caspase-8 activée peut directement
activer la pro-caspase 3 effectrice et peut cliver directement différents substrats compromettant
davantage l'intégrité cellulaire (198, 213). En conclusion, I'induction extrinseque de I'apoptose des

cellules endothéliales par les CTL est un phénomene précoce associé au développement de la VG.

3) La voie Perforine et Granzyme

L’action meurtriere des CTL et les NK n’est pas pathologique en soi et la réponse a un allogéne
n’est qu’'un mécanisme physiologique développé afin d’éviter 'envahissement par des organismes
pathogénes ainsi que par les cellules tumorales. Par contre, dans un contexte de transplantation,
ces types cellulaires s’attaquent aux cellules du greffon présentant des peptides allogénes de
maniére majestueusement efficace (234): en plus de s’attaquer aux pourtours de la cellule
permettant d’induire la voie extrinseque de l'apoptose, les CTL possedent une autre arme
dangereuse : le systéme perforine et granzyme (A et B) (235-237). lIs possédent des granules
cytotoxiques contenant la perforine, une protéine transmembranaire qui forme des pores ainsi que
des sérines protéases nommées granzymes capables d’induire 'apoptose via des mécanismes
dépendant et indépendant des caspases. La granzyme B posséde le potentiel pro-apoptotique le
plus puissant et partage son habileté a cliver différents substrats suivant un résidu aspartate de

maniére analogue aux caspases (238).

Lorsque les CTL reconnaissent une cellule étrangére ou infectée, le contenu de leurs granules
toxiques est rapidement libéré dans I'espace synaptique entre le CTL et la cellule cible. La
perforine facilite I'entrée des granzymes dans le cytoplasme de la cellule cible (238). Par la suite, 2
mécanismes ont été décrits concernant I'entrée intracellulaire de la perforine et de granzyme.
D’une part, ces protéines pourraient étre endocytosées et redistribuées dans le cytoplasme.
D’autre part, en présence de calcium extracellulaire, la perforine peut polymériser et former des
pores membranaires de 10 a 20 nm de diametre analogue complexe MAC du systéeme du
complément permettant ainsi a granzyme B de diffuser a lintérieur du cytoplasme. Lorsque
présente dans le cytosol, la granzyme B induit I'apoptose préférentiellement via 'activation de la

voie intrinséque (Figure 21) (239-242).
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Figure 21 : La voie d’initiation Perforine et Granzyme B. Reproduit de (238) avec la permission de

avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature Review Immunology; copyright 2006.
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Légende : Modéles synergiques de perforine et de granzyme durant la mort cellulaire ciblée. Comment les
lymphocytes cytotoxiques tuent les cellules cibles ? Lorsqu’appliqué individuellement a la cellule cible, la
perforine purifiée cause la mort via la lyse, soit une forme de nécrose. Toutefois, la plupart des investigateurs
soutiennent que l'induction de I'apoptose est le mécanisme de mort cellulaire qui est induit par les lymphocytes
cytotoxiques in vivo, compte tenu que la perforine est habituellement empaquetée et secrétée avec les
granzymes (Aa). Les granzymes actives (protéines basiques) sont emmagasinées en association avec les
protéoglycans chondroitine sulphate négativement chargés, desquels ils se dissocient lorsque relachés dans la
pochette synaptique ou le pH est neutre. Les domaines cationiques conservés a la surface de granzyme B
semblent réguler a la fois ses liaisons aux membranes négativement chargées ainsi que son chargement dans
des vésicules endocytaires (Ab). Aprés avoir rencontré du Ca2+ extracellulaire, perforine lie des moitiés
lipidiques de la membrane de la cellule cible via son C2 domaine (Ab,c). Si elle est délivrée a une
concentration suffisamment élevée, perforine peut polymériser sous forme de pores transmembranaires
(similaires a ceux du systeme du complément) qui ont un diamétre de 10-20 nm (Ac,B), a l'intérieur desquels
granzymes peut diffuser a l'intérieur de la cellule. Alternativement, de faibles concentrations de perforine
facilitent I’entrée sélective et 'accumulation de granzymes. Une deuxieme hypothése propose que la perforine
perturbe le trafic endosomal dans la cellule cible (via un processus nommé endosomolyse), qui de cette fagon
permet a granzyme B de sortir dans le cytosol la ou il peut accéder a ses substrats. Lorsque granzyme B

atteint le cytosol, cela induit 'apoptose dans la plupart des cellules en activant de maniere préférentielle la voie
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mitochondriale (‘intrinseque’). (Ad). Granzyme B clive Bid et le fragment C-terminal de Bid induit la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et la relache subséquente du cytochrome ¢ et OMI.
L’activation des caspases s’ensuit et induit les manifestations associées a I'apoptose. D’autres granzymes

pourraient aussi induire des mécanismes de mort cellulaire caspase-indépendant (Ae).

La phase effectrice de 'apoptose orchestre une démolition
cellulaire contrélée

Rebecca C. Taylor, Sean P. Cullen et Seamus J. Martin ont écrit un excellent article de revue relié a
la démolition cellulaire apoptotique associée a la phase effectrice de I'apoptose (243). lIs
comparent le processus apoptotique a un acte de démolition contrélé et basé sur une premiére
étape de fragilisation cellulaire et une étape de démolition dirigée vers des structures et des
organelles clés. Durant les étapes de fragilisation, les caspases effectrices clivent une série de
protéines reliées au microfilament d’actine (myosin, spectrin, a-actinin, gelsolin et filamin) et aux
protéines associées aux microtubules (tubuline, tau, dynein) (244-246). Cette fragilisation du
cytosquelette participerait aux changements morphologiques initiaux de [I'apoptose dont
I'arrondissement et la rétraction des cellules. Finalement, la protéine ROCK1 participerait au
bourgeonnement membranaire (blebbing) durant cette phase (247, 248). A ce jour, ROCK1 est I'un
des seuls substrats des caspases dont la protéolyse a été démontrée a titre d’événement important
dans les changements morphologiques associés a I'apoptose. La désintégration de I'enveloppe
nucléaire via la protéolyse des lamins A,B et C la fragmentation nucléaire et le détachement des
cellules de la matrice extracellulaire sont aussi des événements associés a l'activation des
caspases effectrices (249). Ces changements sont accompagnés d’une rétraction de la cellule et
d’un détachement de la MEC (250).

Suivant I'étape de fragilisation, les caspases effectrices s’affairent a stopper les mécanismes
essentiels au bon fonctionnement de la cellule. Par conséquent, ’'ADN est condensé et dégradé
mais la nécessité et la signification réelle de ce processus durant 'apoptose demeurent débattues.
La transcription et la traduction sont ciblées afin de réduire leur activité via le clivage de plusieurs
substrats impliqués dans ces mécanismes. De plus, les réseaux associés au golgi, au RE et aux
mitochondries sont fragmentés diminuant entre autre I'activité sécrétoire classique via le clivage de

la syntaxine 5 nécessaire au processus d’exocytose I'apoptose (251-254).
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Finalement, 'apoptose semble étre programmeée afin de faciliter I'’élimination des résidus cellulaires
apoptotiques par les macrophages (255). En fait, la disposition du matériel cellulaire dans des
corps apoptotiques membranaires empéche ainsi de déverser le contenu intracellulaire dans le
milieu extracellulaire qui peut créer une réponse inflammatoire robuste. Les macrophages
impliqués dans la disposition des corps apoptotiques se comportent differemment de ceux
impliqués dans la phagocytose des bactéries en minimisant I'expression de cytokines, dont le TNF-
o (256-258).



Chapitre 6 - Technologies associées aux ‘Omics’

Omic research offers context, it offers data of time-capsule utility and it offers broad hypothesis generation. In
an imperfect world, that is a lot.
- John N Weinstein (259)

John N Weinstein a élégamment positionné les nouveaux tournants scientifiques relatifs aux
percées technologiques associées a I'étude des systémes biologiques. Il décrit que
traditionnellement, la biologie moléculaire était basée sur I'étude d’un seul gene ou d’une seule
protéine, une expérience a la fois. De plus, la plupart du temps, I'’étude protéique ou génique
monogamique représentait la carriere compléte d’'un chercheur. J.N. Weinstein décrit que
désormais, la biologie est une opération industrialisée basée sur un processus de ‘high-throughput’
générant une multitude de résultats révélant de maniére insoupgonnée la complexité des
organismes vivants (259). Ces nouveaux développements technologiques sont nommés ‘omics’ et
sont associés a I’étude globale de systémes biologiques. Cette nouvelle ére des ‘omics’ a débuté
avec le séquencage du génome humain (260, 261). Il est intéressant de mentionner que cette
approche n’était pas basée sur une hypothése dirigée (hypothesis-driven) mais plutdt sur la
compilation et la génération d’informations globales permettant par la suite de générer des
hypothéses (hypothesis-generating). Ce nouveau type de raisonnement initié par les ‘omics’
démontre l'importance d’une nouvelle synergie entre le concept classique de proposer une
hypothése et de la démontrer a l'aide d’'un systéme simple comparativement a générer des
résultats a large spectre dans des conditions données et de proposer de nouvelles hypothéses
suivant la génération de ces résultats. Il demeure toutefois primordial qu’'un contexte donné et
déterminé préalablement soit le moteur de toute approche scientifique de type ‘omic’. Finalement,
la génération et I'accés publique a d’importantes banques de données relatives a l'identification de
différents contextes ‘omics’ permettent maintenant de profiter non seulement a I'expérimentateur
générant les données, mais aussi a la communauté scientifique qui en retour peut faire différents
liens avec leurs domaines d’'études respectifs. De plus, les approches ‘omics’ permettent de
générer des résultats inattendus qui n’auraient pu étre anticipés par I'approche classique
d’hypothése dirigée (262).

Une terminologie exhaustive est présentement utilisée afin de caractériser I'ensemble des
informations issues de différents systémes biologiques par des approches ‘omics : génomique,
protéomique, lipidomique, immunomique, metabolomique kinomique, et la dégradomique en sont

quelques exemples. Initialement, la génomique a connu un intérét particulier compte tenu notre
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croyance que toutes informations pertinentes relatives a la biologie est inscrite dans les génes.
Cette approche peut s’avérer trés utile, par exemple en cancérologie, afin de comprendre la
modulation de différents génes exprimés et mutés dans la progression tumorale. Cependant, la
génomique n’est pas un outil rationnellement pertinent et favorable a tous les systémes biologiques
étudiés. Compte tenu que la protéine est le produit du géne exercant la fonction initialement
établie, celle-ci peut étre modifiée post traductionnellement dans des contextes pathologiques
donnés. Or, ces informations ne sont pas nécessairement inscrites dans le génome. Par exemple,
la génomique n’est pas particulierement appropriée pour étudier les mécanismes de régulation post
traductionnelle associés a la mort cellulaire apoptotique qui est principalement régulée de cette
facon. Les étapes de régulation post traductionnelles régulant I'apoptose en général sont: 1) la
localisation des protéines; 2) des mécanismes de séquestration et 3) une importante activité
protéolytique. Alternativement aux outils associés a I'étude génomique, ceux de la protéomique
offrent 'avantage d’étudier directement les substrats, les catalyseurs et les produits de ces étapes
de transformations post traductionnelles. Ainsi, la protéomique offre un apergu moléculaire dans un
temps donné et s’avére trés utile pour comprendre les mécanismes de régulation associés a un

contexte apoptotique.

Techniquement, un protéome est une population de protéines associées a un type cellulaire donné
et caractérisé en termes de localisation, de modifications post-traductionnelles, d’interactions, et de
‘turnover’ dans un temps donné (263). La protéomique est principalement associée a la
spectrométrie de masse en tandem couplée a la chromatographie liquide (LC-MSMS) permettant
d’obtenir la séquence primaire des protéines avec une rapidité, une sensibilité et une spécificité
largement plus efficaces que I'approche classique de la dégradation d’Edman. L’instrumentalisation
associée au LC-MSMS a pris un essor important lorsque les techniques d’ionisation de peptides ont
été découvertes et développées par les nobélisés de chimie en 2002, John B. Fenn, Koichi Tanaka,
Kurt Withrich (264). L’avénement de cette nouvelle technologie permet d’identifier des quantités
infimes de protéines de I'ordre des femtomoles (1x10'12 mol). De maniére simplifiée, I'approche
expérimentale associée au spectrométre de masse incorpore une source d’ions (ESI ou MALDI), un
analyseur de masse qui mesure le rapport masse/charge (m/z) des analytes ionisés et un détecteur
qui enregistre le nombre d’ions correspondants a chaque valeurs m/z détectées (Figure 22) (265).
Les échantillons protéiques sont préalablement fractionnés soit par gel SDS-PAGE, soit par
chromatographie liquide, soit purifiés par des techniques de captures immunologiques. De plus,
dans une perspective de quantification, les échantillons protéiques peuvent étre générés

différentiellement in vitro avec différents isotopes dont les différentes masses sont distinguables par
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la spectrométrie de masse en tandem. Des étapes de réduction et d’alkylation précédent la
digestion des échantillons avec la trypsine qui clive les protéines suivant un résidu lysine, générant

ainsi des peptides avec un C-terminal protonné, facilitant ainsi le processus d’ionisation.

Figure 22: Apercu général de I’approche de spectrométrie de masse en tandem. Reproduit de (265)

avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature; copyright 2000.
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Légende : les expériences typiques de protéomique consistent en 5 étapes. Durant I'étape 1, les protéines a
étre analysées sont isolées des lysats cellulaires ou des tissus par fractionnation biochimique ou par sélection
d’affinité.  Cela nécessite généralement une étape finale de séparation en une dimension sur gel
d’électrophorése, et définie ainsi le subprotéome a étre analysé. La spectrométrie de masse des protéines
entiéres est moins sensible que la spectrométrie de masse de peptides et la masse d’une protéine intacte n’est
pas suffisante pour l'identification. Par conséquent, les protéines sont dégradées enzymatiquement en
peptides a I'étape 2, habituellement a l'aide de la trypsine, générant des peptides dont le dernier acide aminé
de la portion C-terminale est protoné, générant ainsi un avantage pour le séquencage peptidique subséquent.
A l’étape 3, les peptides sont séparés a I'aide d’'une ou plusieurs étapes de chromatographie liquide dans des
capillaires trés fins et élués dans une source ionique en ‘spray’ (electrospray) ou ils sont nébulisés en petites
gouttelettes hautement chargées. Aprés évaporation, les peptides multi-protonés entrent dans le spectrométre
de masse et, a I'étape 4, un spectre de masse des peptides élués au temps donné est effectué (spectre MS1,
ou spectre normal de masse). L’ordinateur génére une liste prioritaire de ces peptides pour une fragmentation

supplémentaire et une série de spectrométrie de masse en tandem ou des expériences ‘MS/MS’ se
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poursuivent (étape 5). Ces dernieres comportent une isolation d’'un peptide ionisé donné, suivi de
fragmentation par des collisions énergétiques avec un gaz et I’enregistrement des spectres tandem ou MS/MS.
Les spectres MS et MS/MS sont typiquement enregistrés a chaque seconde pour appariement avec une
banque de séquences protéiques. Le résultat final de I'expérience est I'identification des peptides et par

conséquent les protéines constituant la population de protéines initialement purifiées.

L’approche MALDI-MS (Matrix-assisted laser desorption-ionization) est habituellement utilisée afin
de générer une mappe peptidique d’'un échantillon protéique donné (Figure 23 A). Le processus
d’ionisation est associé a la sublimation et I'ionisation d’échantillons concentrés sur une plateforme
solide ou l'utilisation d’un laser permet aux ions peptidiques de ‘voler’ dans une trappe a ions. Par
la suite, le ‘time of flight’ des ions peptidiques est comptabilisé et détecté par différents analyseurs
de masse permettant de générer une liste de peptides ayant des m/z distincts. Dans ce contexte,
les protéines sont identifiées via un appariement des masses correspondantes aux peptides
expérimentaux avec une liste de peptides dont les masses ont été théoriquement calculées et

comptabilisées dans des banques de données (266).

Parallelement, les échantillons fractionnés peuvent étre directement ionisés et analysés en phase
liquide avec une source ionisable nommée Electrospray lonization (ESI)-MS (Figure 23 B). Le
concept est le suivant: les peptides générés suivant la digestion trypsique sont élués par
chromatographie liquide dans des capillaires trés fins ou ils sont soumis a une ionisation en ‘spray’
les réduisant ainsi en de fines gouttelettes chargées. Suivant un processus d’évaporation, les
peptides protonés entrent dans le spectrométre de masse et les spectres de ces peptides (MS)
élués sont enregistrés a un temps donné. L’ordinateur géneére une liste de peptides priorisés pour
un second tour de fragmentation a I'aide de collisions énergétiques avec un gaz permettant de
fragmenter les ions peptidiques entre chacun des acides aminés, permettant ainsi d’obtenir les
séquences primaires peptidiques (MS-MS). Par la suite, ces peptides sont associés
spécifiqguement a des protéines données a l'aide des banques de données disponibles pour

différentes espéces.

L'un des défis techniques de l'identification de protéines par spectrométrie de masse en tandem
(LC-MSMS) est relié a la complexité des échantillons protéiques analysés plutét qu’a la limite de
détection de I'appareil analytique. De plus, la sur abondance de certaines protéines diminuent les
probabilités d’identifier les protéines moins abondantes mais non moins pertinentes dans un

contexte donné. Une certaine compétition existe durant le processus d’ionisation faisant en sorte
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que les peptides les plus abondants ont plus de chance d’étre ionisés et par conséquent, identifiés.
Par contre, une protéine fonctionnellement importante peut étre transitoirement présente a plus bas
niveau d’expression que les protéines trés importantes mais demeure fonctionnellement plus
importante.  Afin d’augmenter lidentification de protéines moins abondantes par LC-MSMS,
différentes techniques biochimiques ont été développées a partir des propriétés chimico-physiques
des protéines. Par conséquent, dépendamment de la complexité quantitative et qualitative des
protéomes étudiés, il est possible de les fractionner et les purifier. Par la suite, 'analyse LC-MSMS
permet d’évaluer individuellement plusieurs fractions protéiques d’un protéome donné. Ces
techniques de séparation incluent 1) la séparation de protéines sur gel en 1 ou 2 dimensions ; 2)
séparation par chromatographie liquide (LC); 3) purification par immunoaffinité ; 4) étiquetage
radioactif et/ou isotopique permettant d’identifier et quantifier un méme peptide présent dans 2
protéomes comparés. La combinaison de ces différentes approches permet d’augmenter les

probabilités d’identification protéique.

Figure 23: Les principes d’ionisation des peptides par le MALDI et le ESI. Reproduit de (265) avec la

permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature; copyright 2000.
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Légende : Les portions gauche et droite de la figure illustrent I'ionisation et le processus d’introduction de
I’échantillon durant ‘electrospray ionization’ (ESI) et ‘matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). Les
différentes configurations instrumentales (a) sont illustrées avec leur source d’ions typique. (a) Dans le cas
des instruments ‘reflector time-of-flight’ (TOF), les ions sont accélérés a un haut niveau cinétique énergique et

sont séparés dans un ‘flight tube’ en raison de leur différente vitesse. Les ions sont redirigés vers un réflecteur
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qui compense pour les petites différences d’énergie cinétique et par la suite les propulsent sur un détecteur qui
amplifie et compte les ions qui y arrivent. (b) L'instrument ‘TOF-TOF’ incorpore une cellule de collision entre
deux sections ‘TOF’. Les ions dont le ratio masse/charge équivaut a un sont sélectionnés dans la premiére
section TOF, et par la suite fragmentés dans la cellule de collision et les masses des fragments sont séparées

dans la seconde section TOF.

Durant la derniére décennie, la spectrométrie de masse en tandem est passée d’un outil permettant
un simple processus d’identification de protéines a des approches de comparaison, de
quantification, de caractérisation de modifications post-traductionnelles, d’étude fonctionnelle et
d’identification de biomarqueurs biologiques pouvant étre utilisés pour des fins de diagnostication.
De plus, la formation d’équipe multidisciplinaire faisant appel autant aux biologistes moléculaires,
aux chimistes organiciens et analytiques, aux bio informaticiens et aux médecins chercheurs, a pris
de lessor afin d’intégrer les données biologiques et protéomiques dans des contextes
pathologiques. La créativité associée au développement de la protéomique fit 'un des moteurs
importants permettant de dresser différentes fagons d’étudier des protéomes donnés. Finalement,
I’ére des ‘omics’ a permis de générer une quantité importante de banques de données diverses qui

servent maintenant d’outils indispensables afin de générer de nouvelles hypothéses.

Caspases et dégradomique

Un bel exemple d’étude protéomique créative ayant généré des résultats inattendus et d’autant plus
pertinents au projet présenté dans cette thése, est celui associé au séquencage global des sites de
clivages des substrats associés a I'apoptose (207). Cette étude ‘dégradomique’ et comparative
d’échantillons protéiques complexes fait appel a une approche enzymatique basée sur une
sélection positive de fragments protéiques contenant des amines-a non bloquées résultant d’'une
activité protéolytique. A partir de cette prémisse, les auteurs ont développé un systéme incluant un
peptide recombinant composé d’un site de clivage pour la TEV et un fragment biotinylé pouvant étre
substitué sur les amines-a non bloqués des fragments peptidiques générés durant I'apoptose. Une
subtiligase ayant une spécificité absolue pour les amines-o. et non les amines epsilon permet
d’ajouter le peptide biotinylé recombinant. L’apoptose a été induite dans des cellules Jurkat via la
voie intrinséque a l'aide d’'un inducteur classique de I'apoptose, I'etoposide. La méthode
d’identification consiste a incuber les protéomes avec le peptide et la subtiligase afin de transférer
le peptide biotinylé sur les fragments peptidiques. Suivant un traitement a la trypsine, les produits
peptidiques sont capturés sur une colonne avidin permettant de purifier uniquement les fragments

N-terminal ayant un tag biotinylé. Par la suite, ces fragments sont traités avec la TEV afin de libérer
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les fragments du peptide recombinant initial et les produits sont séparés par SDS-PAGE mono et
bidimensionnel. Un point important est que les peptides enrichis retiennent une modification N-
terminale SY-dipeptidique fournissant une caractéristique clé leur permettant d’étre distingués des

peptides non tagués et de nature contaminante.

Leur analyse comparative a généré 3 points importants. D’abord, leur approche comparative des
protéomes apoptotique et non apoptotique ont révélé que 43% des peptides identifiés dans les
protéomes apoptotiques correspondent a un site de clivage suivant un résidu aspartate
caractéristique de I'activité protéolytique des caspases. Ces peptides correspondaient seulement a
1% des protéomes non apopoptotiques, démontrant la spécificité de l'activité protéolytique des
caspases. Deuxiémement, ils ont démontré que les sites de clivages identifiés dans les protéomes
apoptotiques correspondent a des sites de clivage généralement associés aux caspases effectrices
3 et 7. Toutefois, ils ont observé que le site canonique DEVD associé au clivage des caspases 3 et
7 représente en fait seulement 1% des substrats qu’ils ont identifiés (Figure 24) et qu’un motif plus
permissif DXXD a été identifié dans 22% des peptides séquencés. Cette observation soutient un
point important concernant la puissance de la protéomique : a partir d’'une hypothése selon laquelle
les caspases effectrices participent a la démolition cellulaire durant I'apoptose, ces travaux
démontrent qu’en fait, le motif classique de clivage auquel on se référait depuis des années est en

fait sous-représenté dans des échantillons protéiques complexes.

Figure 24: Le motif de clivage DEVD canonique est sous-représenté dans les peptides générés par les

caspases effectrices. Reproduit de (207) avec la permission de Elsevier.
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Un 3°™ point important de cette étude est qu’en évaluant les interactions des substrats identifiés a
I'aide de banques de données interactionnelles, les substrats des caspases forment des complexes
spécifiques associés a différentes fonctions cellulaires incluant 1) la régulation de la transcription et
de la réparation de I'ADN, 2) les mécanismes anti et pro apoptotiques, 3) les changements
mitochondriaux, 4) la régulation de l'initiation de la traduction, 5) le déroulement de la chromatine
durant la réplication, 5) I'endocytose et 6) la division cellulaire. Cet aspect suggere donc que
I’activité protéolytique des caspases est ciblée et non généralisée permettant ainsi d’'induire une
signature mécanistiquement importante pour le démantélement cellulaire. Finalement, ils ont aussi
observé que les sites de clivages des caspases sont situés a l'intérieur ou entre les domaines
fonctionnels des substrats et que la structure tertiaire et quaternaire des substrats clivés durant

I’'apoptose permettraient de faciliter 'accessibilité des caspases.

Somme toute, cette étude dégradomique a permis de révéler plusieurs observations inattendues et
de générer de nouvelles hypothéses concernant I'activité protéolytique des caspases durant

I'apoptose.

CASBAH

Les études protéomiques permettent de générer une quantité importante d’informations pertinentes
comptabilisées dans différentes banques de données accessibles au public. Un exemple pertinent
a ces ressources disponibles sur l'internet est la banque de données CASBAH (The CAspase
Substrate dataBAse Home page). CASBAH regroupe une liste compléte de tous les substrats des
caspases recensés manuellement dans la littérature scientifique (267). Les auteurs de cette
banque de données suggérent que les substrats comptabilisés dans cette banque sont
principalement associés a I'activité des caspases effectrices 3 et 7 compte tenu que les substrats
connus pour les caspases initiatrices 8 et 10 sont seulement au nombre de 2 (BID et RIP kinase).
De plus, ils ajoutent que rlinhibition des caspases effectrices a pour effet d’influencer les
caractéristiques morphologiques associés spécifiquement a I'apoptose, soit la rétraction du
cytoplasme, le ‘blebbing’ et la production de corps apoptotiques, suggérant que la plupart des
substrats retrouvés dans CASBAH sont des cibles des caspases effectrices (267). L’accessibilité a
cette banque de données s’est révélée particulierement pertinente pour le projet présenté dans
cette thése et vous pourrez apprécier cette utilité dans I'élaboration de nouvelles hypothéses

proposées dans la section Discussion.

Vasculomique
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La vasculomique intégre toutes les approches ‘omics’ associées a I’étude de la biologie vasculaire
et l'angiogénése. Par exemple, plusieurs études transcriptomiques ont permis de comparer
I’expression génique de cellules endothéliales isolées de vaisseaux sanguins dans des contextes
de croissance normale, angiogénique ou tumorale. Ces travaux ont révélé que dépendamment de
I'origine et de I'état d’activation des cellules endothéliales, celles-ci initient différents programmes
d’expression génique révélant ainsi les différences physiologiques et pathologiques. Ces
informations sont importantes pour le développement d’approches pharmacologiques visant a
traiter les cellules tumorales et les maladies vasculaires ainsi que pour des fins diagnostiques et de
monitorage (262, 268-271).

Plusieurs études ‘omics’ ont été effectuées en lien avec I'athérosclérose. Un intérét particulier est
celui de caractériser les composantes protéiques et lipidiques permettant de miroiter et prédire
I’évolution des plaques athérosclérotiques. Dans cet optique, des approches protéomiques
classiques ont permis d’identifier des protéines impliguées dans la migration des cellules
musculaires lisses et la dégradation de la matrice extracellulaire contribuant a la rupture de ces
plagues. Au total, 800 protéines ont été identifiées dans ces plaques athérosclérotiques permettant
de générer une mappe protéique dont les fonctions biologiques permettront, dans un futur
rapproché, de valider leur importance a titre de médiateur et de biomarqueur de I'athérosclérose
(272, 273).

La caractérisation du protéome plasmatique associé au HUPO Plasma Proteome Project (274, 275)
a permis de révéler 345 protéines associées aux fonctions cardiovasculaires. Toutefois, tous les
résultats issus de ces analyses ‘omics’ sont victimes d’un écart important entre la recherche
fondamentale et la médecine translationnelle. Un défi de taille de la technologique ‘omic’ repose
sur la difficulté d’extraire parmi toutes ces données celles qui sont réellement pertinentes aux
maladies vasculaires. De plus, la variabilité et la stabilit¢ des échantillons récoltés affectent
grandement l'interprétation des données ajoutant ainsi un niveau supplémentaire de difficulté (276,
277). Malgré ces limitations, des informations importantes ont découlées d’analyses protéomiques
associées a la caractérisation de microparticules associées a ’'homéostasie vasculaire. Malgré que
ces microparticules fissent pendant bien longtemps associées a de simples débris cellulaires, I'ére
des ‘omics’ leur ont permis de se forger une place importante dans la compréhension de
I'homéostasie vasculaire. A laide d’analyses fonctionnelles, ces microparticules ont été

caractérisées a titre de déterminants dans 'lhoméostasie, I'inflammation, la thrombose, le transfert
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de protéines de surface et I'angiogénése (278). Sur ce, je vous dis que I'étude des sécrétomes

issus des cellules endothéliales est grandement attendue dans le monde de la vasculomique! (262).



Problématique

L’immunosuppression a permis d’améliorer l'incidence du rejet aigu sans toutefois améliorer
significativement le rejet chronique. Par conséquent, malgré que la réponse immunitaire de I'h6te
envers le greffon soit importante, cet aspect ne semble pas étre le seul facteur influencant la survie
du greffon a long terme. L’apoptose endothéliale semble toutefois trés importante dans l'initation de

la vasculopathie du greffon (VG) caractérisant, avec la fibrose, le rejet chronique.

Hypothése

Compte tenu que l'inhibition de 'apoptose endothéliale bloque le développement de la VG in vivo,
notre hypothése de travail reposait sur les répercussions paracrines de I'apoptose endothéliale sur
les types cellulaires participant au remodelage vasculaire. Le laboratoire du Dre Marie-Josée
Hébert a antérieurement démontré que les cellules endothéliales apoptotiques générent un
ensemble de facteurs ayant des propriétés anti-apoptotiques et fibrogéniques sur les composantes
du mur vasculaire, récapitulant ainsi des phénotypes associés aux CML et aux fibroblastes durant
le remodelage vasculaire. En collaboration avec le laboratoire du Dr Alexey Pshezhetsky, leur
travail a permis d’identifier un fragment de la MEC, le LG3, généré durant 'apoptose endothéliale et
induisnat une activité biologique sur les CML. Toutefois, le LG3 a une activité biologique partielle
comparativement au sécrétome complet libéré durant I'apoptose endothéliale, suggérant I'existence
d’autres médiateurs anti-apoptotiques. De plus, les facteurs fibrogéniques responsables de la

différenciation myofibroblastiques in vitro n’ont pas été caractérisés.

Obijectifs

1. Caractériser biochimiquement I'apoptose endothéliale in vitro (notre modéle d’étude)
suivant une déprivation de facteur de croissance;

2. Caractériser les médiateurs générés durant I'apoptose endothéliale par une approche
protéomique multidimensionnelle et comparative. Les médiateurs sont sélectionnés selon
différents critéres et selon leur appartenance aux fonctions associées au remodelage
vasculaire incluant 1) les composantes de la MEC et les protéases associées a la
dégradation de la MEC; 2) des facteurs anti-apoptotiques et 3) des facteurs fibrogéniques
connus;

3. Caractériser les mécanismes associés a la machinerie apoptotique régulant I'export

extracellulaire de ces médiateurs;
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4. Caractériser I'aspect fonctionnel de ces médiateurs sur les composantes cellulaires du mur

vasculaire.
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Abstract

The apoptotic program incorporates a paracrine component of importance in fostering tissue repair
at sites of apoptotic cell deletion. As this paracrine pathway likely bears special importance in
maladaptive intercellular communication leading to vascular remodelling, we aimed at further
defining the mediators produced by apoptotic endothelial cells (EC), using comparative and
functional proteomics. Apoptotic EC were found to release nanovesicles displaying ultrastructural
characteristics, protein markers and functional activity that differed from apoptotic blebs. Tumor
susceptibility gene 101 and translationally-controlled tumor protein (TCTP) were identified in
nanovesicle fractions purified from medium conditioned by apoptotic EC and absent from purified
apoptotic blebs. Immunogold labelling identified TCTP on the surface of nanovesicles purified from
medium conditioned by apoptotic EC and within multivesicular blebs in apoptotic EC. These
nanovesicles induced an extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK 1/2)-dependent anti-
apoptotic phenotype in vascular smooth muscle cells (VSMC) whereas apoptotic blebs did not
display anti-apoptotic activity on VSMC. Caspase-3 biochemical inhibition and caspase-3 RNA
interference in EC submitted to a pro-apoptotic stimulus inhibited the release of nanovesicles. Also,
TCTP siRNAs in EC attenuated the anti-apoptotic activity of purified nanovesicles on VSMC.
Collectively, these results identify TCTP-bearing nanovesicles as a novel component of the

paracrine apoptotic program of potential importance in vascular repair.

Key words: apoptosis, exosomes, nanovesicles, apoptotic blebs.

Introduction

Although classically considered a "silent" process, apoptotic cells are known to actively
release paracrine mediators that, in turn, control the phagocytosis of apoptotic cells. For example,
apoptotic cells release lysophosphatidylcholine, which favours the recruitment of professional
phagocytes and the clearance of apoptotic cells (279). They also secrete lactoferrin as a means of
promoting the migration of mononuclear leukocytes while inhibiting the migration of
polymorphonuclear leukocytes (280),. Recent results suggest that this paracrine response also
aims at fostering tissue remodelling and repair. A C-terminal fragment of perlecan (LG3), released
as a consequence of cathepsin L translocation from apoptotic endothelial cells (EC), induces Bcl-xL
upregulation and resistance to apoptosis in fibroblasts, mesenchymal stem cells and smooth
muscle cells, all of which are pivotal to tissue or vascular remodelling and repair (281-285)

Recently, we showed that caspase-3 activation in EC favours the release of connective tissue
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growth factor (CTGF) (286) which induces the differentiation of fibroblasts into myofibroblasts, a
mandatory process in all forms of repair. To date, caspase-3 activation has been implicated in the
release of most, if not all, mediators secreted by apoptotic cells (279, 280, 284, 286), suggesting
that the paracrine response is embedded within the effector phase of apoptosis.

Dysregulation of apoptosis within cellular constituents of the vessel wall is pivotal to most |
forms of pathological vascular remodelling. Chronic transplant vasculopathy, systemic sclerosis and
classical atherosclerosis are all characterized by the enhanced apoptosis of EC and decreased
apoptosis of neointimal cells (29, 71). Neointima formation develops initially through the acquisition
of a synthetic and anti-apoptotic phenotype in neointimal cells associated with extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERK 1/2) activation and Bcl-xI overexpression (77, 287, 288). Mediators
produced by apoptotic EC, such as LG3 and CTGF, actively induce ERK 1/2- and/or Bcl-xI-
dependent anti-apoptotic phenotypes in VSMC, mesenchymal stem cells and myofibroblasts (281-
286). This raises the possibility that a chronic increase in EC apoptosis, resulting in a sustained
paracrine response, could contribute to maladaptive vascular repair. Here, we aim at further
characterizing the molecular paracrine signals released by apoptotic EC with a specific focus on
proteins of importance in fostering a neointimal phenotype in VSMC. We used comparative and
functional proteomics to identify novel anti-apoptotic mediators released by apoptotic EC through

caspase-dependent pathways.

Results

Serum starvation (SS) induces a pure apoptotic response in EC

To study the secretome of apoptotic EC, human umbilical vein EC (HUVEC) were rendered
apoptotic in vitro by SS for 4 h, as reported previously (281-286). In serum-starved EC, the
percentage of cells with chromatin condensation in absence of cell membrane permeabilization
increased over time suggesting increased apoptosis (Fig. 1a). The absence of lactate
dehydrogenase (LDH) release in serum starved EC was also consistent with absence of cell
membrane permeabilization (Fig. 1b). Loss of mitochondrial integrity was evident after 2 h of SS
(Fig. 1c) with concomitant activation of caspase-9 and caspase-3 and polyADP-ribose) polymerase
(PARP) cleavage (Fig. 1d and 1e). Pre-incubating EC with the pan-caspase inhibitor ZVAD-FMK or
with inhibitors of caspase-3 and caspase-9 (DEVD-FMK and LEHD-FMK respectively), before SS
effectively blocked caspase(s) activation, PARP cleavage and chromatin condensation (Fig. 1d-g).
Cell membrane permeabilization, suggestive of necrosis, was not significantly modulated by ZVAD-
FMK, DEVD-FMK or LEHD-FMK compared to the vehicle (dimethylsulfoxide, DMSO) (Fig. 1g).

Finally, as expected, pan-caspase inhibition in serum-starved EC did not prevent mitochondrial
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permeabilization (Fig. 1¢) and did not modulate p53 protein levels (Fig. 1h). Collectively, these

results demonstrate a pure intrinsic apoptotic response in serum-starved EC.

Characterization of the secretome of apoptotic EC

Serum-free media conditioned by apoptotic and non-apoptotic EC (SSC-Apo and SSC-No-Apo
respectively) were generated by exposing equal EC numbers to either vehicle (DMSO) or ZVAD-
FMK for 2 h, followed by medium change and SS for 4 h, as described above and in Figure 2a.
Proteins secreted by apoptotic EC downstream of caspase(s) activation were studied through
comparison of equal amounts of proteins precipitated from equal volumes of conditioned media
cleared of apoptotic blebs and confirmed by flow cytometry analysis (Fig. 2b). Proteins from SSC-
Apo and SSC-No-Apo were analyzed comparatively, by either 2-dimension-liquid chromatography
tandem mass spectrometry (2D-LC-MS/MS) (Fig. 2c) or SDS-PAGE LC-MS/MS (289) (Fig. 2d). The
latter revealed a distinct pattern of Coomassie Blue protein staining in SSC-Apo compared to SSC-
No-Apo. These results are in keeping with our previous work describing increased protein secretion
downstream of caspase(s) activation by apoptotic EC (284). Concomitantly, SSC-Apo was
fractionated by fast protein liquid chromatography (FPLC), and the anti-apoptotic activity of each
fraction was evaluated on VSMC (281). The protein mediators present in fractions with significant
anti-apoptotic activity were further characterized by SDS-PAGE LC-MS/MS.

To be considered a specific component of the apoptotic secretome, a protein identified by
multifaceted screening had to meet the following criteria: 1) it had to be identified by at least 2 out of
the 3 different MS/MS approaches, 2) it had to be found exclusively in SSC-Apo, and 3) it had to be
of human origin. Among the 27 proteins meeting the screening criteria (Table 1), only 11 had known
secretion signals and 10 had been previously reported as components of exosomal nanovesicles
(Table 1). To evaluate whether proteins known to be secreted through nanovesicles were over-
represented in SSC-Apo compared to SSC-No-Apo, the proteomics data were re-analyzed in
search of classical nanovesicle (exosome and exosome-like) markers identified at least once by any
proteomics strategies in either SSC-Apo or SSC-No-Apo. In addition to the proteins listed in Table
1, 12 exosomal proteins were identified solely in SSC-Apo, including the 2 highly characteristic
exosomal markers Alix and CD63 (290), whereas only 2 exosomal proteins were found exclusively
in SSC-No-Apo (Table 2). These results suggested increased release of nanovesicles by apoptotic

EC downstream of caspase(s) activation.
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Caspase(s) activation in apoptotic EC fosters the release of anti-apoptotic exosome-like
nanovesicles

To determine whether apoptosis specifically increases the release of nanovesicle biomarkers over
other proteins, levels of Grp96, an endoplasmic reticulum resident protein, and tubulin, a
microtubule-associated protein, were evaluated in intracellular protein extracts and corresponding
supernatants of serum-starved EC. Grp96 and tubulin intracellular protein levels were stable
throughout SS (Fig. 3a). Grp96 and tubulin were not recovered in medium conditioned by serum-
starved apoptotic EC (Fig. 3a), ruling out the possibility of unspecific protein leakage. These results
are in keeping with the absence of cell membrane permeabilization in serum-starved EC (Fig. 1a-b).
However, protein levels of tumor susceptibility gene 101 (TSG 101) and translationally-controlled
tumor protein (TCTP), 2 classical markers of exosomal nanovesicles (290-293), increased over time

in media conditioned by serum-starved EC (Fig. 3a).

To specifically address the importance of caspase(s) activation in the production of exosomes or
exosome-like nanovesicles by apoptotic EC, protein levels of the exosomal marker TCTP were
compared in equal volumes of SSC-Apo and SSC-No-Apo conditioned by equal EC numbers (Fig.
3b). Elevated TCTP levels were evident in total un-fractionated conditioned medium (Total) and in
nanovesicle extracts (Exo) of SSC-Apo compared to SSC-No-Apo. Ponceau Red staining confirmed
augmented protein content in the nanovesicle fraction of SSC-Apo compared to SSC-No-Apo (Fig.
3b). In nanovesicle-free supernatant (SN), the TCTP signal was recovered at similar levels in SSC-
Apo and SSC-No-Apo (Fig. 3b). In SSC-Apo, TCTP was detectable at different molecular weights
(approximately 23, 50 and 75 kDa) in media conditioned by serum-starved EC (Fig. 3a-c in
agreement with the SDS-PAGE LC-MS/MS results where TCTP sequences were identified from 2
bands (Fig. 2d*). High molecular weight bands likely represent oligomeric forms of TCTP, as
reported previously (294, 295), since the addition of a strong reducing agent (TCEP) to SSC-Apo
prior to protein separation decreased the intensity of high molecular weight forms and increased the
intensity of the 23-kDa band (Fig. 3c, middle and left panels). Also, electrophoresis of recombinant
TCTP demonstrated the presence of high molecular weight bands (Fig. 3c, right panel), indicating
dimerization. Of note, recombinant-TCTP contains a GST-tag therefore explaining the higher
molecular weights of monomeric and oligomeric forms. Known sequences of importance in TCTP
oligomerization (294) were present within recombinant TCTP. Collectively, these results confirmed

that caspase(s) activation in EC enhances the secretion of the nanovesicle marker TCTP.
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To confirm the increased release of nanovesicles by apoptotic EC, ultrastructural studies were
performed on nanovesicle fractions isolated from SSC-Apo (Fig. 3d). Immunogold-labelling revealed
the presence of TCTP on nanovesicles of 30-100 nm released by apoptotic EC (Fig. 3d) and within
multivesicular bodies (MVB) in apoptotic EC (Supplementary Fig. S1a). Morphometric quantification
of MVB-like structures in apoptotic and non-apoptotic EC demonstrated a 7-fold increase in the
volume density of MVB-like structures within apoptotic EC (Supplementary Fig. S1b). These data
suggested that TCTP-bearing nanovesicles produced by apoptotic EC originated, at least in part,

from MVB, consistent with the classical pathways of exosomal nanovesicle formation.

Exosome-like nanovesicles released by apoptotic EC have an anti-apoptotic function

We then evaluated whether exosome-like nanovesicles participate in the anti-apoptotic activity of
the endothelial apoptotic secretome. Equal volumes of SSC-Apo and SSC-No-Apo were
ultracentrifuged, supernatants were collected, and exosomal pellets were re-suspended in the initial
volume of serum-free medium. Total un-fractionated SSC-Apo and the corresponding supernatant
and exosomal fraction significantly inhibited VSMC apoptosis compared to an equal volume of SSC-

No-Apo (Fig. 3e and Supplementary Fig. S1c).

We also considered the possibility that exosome-like nanovesicles produced by apoptotic EC
represent unusually small apoptotic blebs. In that event, the functional activity of apoptotic blebs
and exosome-like nanovesicles should be similar. Apoptotic blebs were purified by centrifugation
from SSC-Apo, and depletion was confirmed by flow cytometry (Fig. 2b). VSMC exposed to un-
fractionated SSC-Apo (Total) or to nanovesicle fractions re-suspended in the initial volume of
serum-free medium mounted a significant anti-apoptotic response as compared to SSC-No-Apo
(Fig. 3e). However, VSMC exposed to apoptotic blebs re-suspended in the initial volume of serum-
free medium failed to develop an anti-apoptotic response whereas VSMC exposed to SSC-Apo
depleted of apoptotic blebs did so (Fig. 3f). Also, TCTP and TSG 101 levels were undetectable in
apoptotic blebs isolated from SSC-Apo whereas both markers were enriched in the nanovesicle
fraction (Fig. 3g). These results confirmed that apoptotic blebs and exosome-like nanovesicles
produced by apoptotic EC represent 2 distinct entities, with different protein composition and

function.

TCTP is a novel anti-apoptotic component of the apoptotic secretome
We then sought to identify specific protein(s) involved in the anti-apoptotic activity of exosome-like

nanovesicles released by apoptotic EC. Three proteins known to be secreted through nanovesicles
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were identified concomitantly through functional (anti-apoptotic) and comparative proteomics
strategies (Table 1). Among these, TCTP appeared to be the most likely anti-apoptotic candidate
since it has known anti-apoptotic activity in a number of cell types. Small interfering RNAs (siRNAs)
were used to silence TCTP expression in EC with the aim of reducing the release of TCTP-bearing
nanovesicles by apoptotic EC. TCTP-silencing reduced intracellular TCTP levels and inhibited
TCTP release in nanovesicle extracts (Fig. 4a) but did not modulate the apoptosis of serum-starved
EC (Fig. 4b). TCTP-silenced EC or control EC were employed to condition equal volumes of serum-
free media. Un-fractionated SSC-Apo generated by TCTP-silenced EC (SSC siRNA TCTP) or its
corresponding nanovesicle fraction failed to inhibit VSMC apoptosis whereas control SSC-Apo (SSC
siRNA Cirl) or its corresponding nanovesicle fraction did so (Fig. 4c). There was, however, no
difference in the anti-apoptotic activity of nanovesicle-free supernatants conditioned by serum-
starved, TCTP-silenced and control EC (Fig. 4c).

Since ERK 1/2 activation is a characteristic feature of the anti-apoptotic phenotype of neointimal
cells, we evaluated whether TCTP induced ERK 1/2-dependent anti-apoptotic pathways in VSMC.
VSMC exposed to medium conditioned by siRNA TCTP (un-fractionated and exosomal fraction)
showed reduced ERK 1/2 phosphorylation in comparison to their respective controls (SSC siRNA
Ctrl) (Fig. 4c, lower panel). ERK 1/2 phosphorylation was similar in VSMC exposed to supernatants
derived from media conditioned by TCTP-silenced or control EC. In addition, serum-starved VSMC
exposed to recombinant TCTP (which included peptides identified by in-gel LC-MS/MS,
Supplementary Fig. S1d) manifested dose-dependent inhibition of apoptosis (Fig. 4d) in association
with increased ERK 1/2 activation (Fig. 4e). The concentration of TCTP released by apoptotic EC in
SSC-Apo was within the bioactive range (Supplementary Fig. S1e). Inhibition of ERK 1/2 activation
in VSMC with PD98059 blocked the anti-apoptotic activity of recombinant TCTP (Fig. 4f).
Collectively, these results establish the importance of TCTP in the activation of an ERK 1/2-

dependent anti-apoptotic response in VSMC.

Increased TCTP export is characteristic of apoptotic cell death

To evaluate if TCTP release by apoptotic cells was specific to EC, VSMC were serum-starved in the
presence of ZVAD-FMK or vehicle (DMSQO). SS induced an apoptotic response in VSMC, which
was blocked in the presence of ZVAD-FMK (Supplementary Fig. S1f). Elevated TCTP levels were
found in medium conditioned by apoptotic VSMC, compared to an equal volume of medium
conditioned in the presence of ZVAD-FMK (Supplementary Information Fig. S1f, lower panel).

These data suggest that caspase activation favours TCTP export in different cell types.
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Since nutrient deprivation is a potent autophagic stimulus, we also considered the possibility that
autophagy could contribute to TCTP export. EC exposed to rapamycin, a specific inhibitor of
mammalian target of rapamycin (mTOR) showed characteristic autophagic features as evaluated by
acridine orange staining (Fig. 5a), LC3 processing and electron microscopy (Figure 5c¢) in absence
of apoptotic features as evaluated with Ho-Pi staining (Fig. 5a) and PARP cleavage (Fig. 5b). EC
exposed to rapamycin failed to increase TCTP release (Fig 5d). Treatment with mitomycin C
(MMC), another pro-apoptotic stimulus, increased the percentage of cells with chromatin
condensation (Fig. 5a), PARP cleavage (Fig. 5b) and TCTP release (Figure 5d). These results point
to the activation of specific apoptosis-associated caspase(s) as a novel pathway regulating TCTP

export.

Activated caspase-3 is a novel regulator of TCTP export

In serum-starved EC, TCTP export is initiated (Fig. 6a) concomitantly with caspase-3 activation
(Fig. 1d). Biochemical pan-caspase inhibition or specific caspase-3 inhibition in serum-starved EC
(pre-incubation with ZVAD-FMK or DEVD-FMK, respectively) concomitantly inhibited EC apoptosis
(Fig. 1g) and the release of anti-apoptotic mediators active on VSMC (Fig. 6b). In addition, TCTP
levels were reduced in nanovesicle extracts from medium conditioned by serum-starved EC pre-
incubated with DEVD-FMK, an irreversible caspase-3 inhibitor, compared to medium conditioned by

apoptotic serum-starved EC (Fig. 6c¢).

To further address the importance of caspase-3 activation in TCTP export (and potential off target
effects of biochemical caspase inhibitors), siRNAs were used to silence caspase-3 expression in
EC. Caspase-3 silencing significantly inhibited the apoptosis of serum-starved EC compared to EC
transfected with control siRNAs (Fig. 6d-e). In turn, VSMC exposed to medium conditioned by
caspase-3-silenced EC (SSC siRNA C3) failed to mount an anti-apoptotic response, whereas
VSMC exposed to medium conditioned by control apoptotic EC (SSC siRNA Ctrl) developed an
anti-apoptotic phenotype (Fig. 6f). TCTP levels were lower in un-fractionated conditioned medium
(Total) and in the nanovesicle fraction (Exo) of medium conditioned by caspase-3-silenced EC (SSC
siRNA C3) compared to control apoptotic EC (SSC siRNA Cirl) (Fig. 6g). Finally, we evaluated
whether activated caspase-3 could directly cleave TCTP. Recombinant caspase-3 did not show
any proteolytic activity toward recombinant TCTP in vitro but did cleave its known substrate PARP
(Fig. 6h). Also, total and nanovesicle fractions of SSC-Apo failed to show bands lower than the
expected 23 kDa, ruling out a contribution of TCTP proteolysis. Collectively, these results

demonstrate a key role for caspase-3 activation in the release of TCTP by apoptotic EC.
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Discussion

Apoptotic cells actively release a finely regulated set of “come and eat-me” and “stay-away”
paracrine signals aimed at coordinating the specific recruitment of mononuclear phagocytes (279,
280). Recent evidence indicates that the paracrine component of the apoptotic program is not
limited to the regulation of leukocyte trafficking but also aims at preparing the local
microenvironment for remodelling after cell deletion. The present work lends further support to this
contention. Taking a multifaceted proteomics approach, we identified a set of 27 proteins released
specifically by apoptotic EC (characterized by increased chromatin condensation and exclusion of
Pl, loss of mitochondrial integrity and evidence of activated caspase-9 and 3) downstream of
caspase activation. Several lines of evidence demonstrated that these proteins are not released as
a consequence of cell membrane permeabilization. First, plasma membrane rupture, as evidenced
by PI staining, is absent in serum-starved EC, and caspase inhibition does not impact cell
membrane permeability. Second, LDH, a classical marker of cell membrane permeabilization, is not
increased in medium conditioned by serum-starved apoptotic EC. Finally, the release of proteins by
serum-starved EC is a targeted response, since Grp96 and tubulin are not secreted throughout SS

while TSG 101 and TCTP are released concomitantly with caspase activation.

Non-classical protein secretion pathways are, at least in part, responsible for the paracrine
component of the apoptotic program in EC. Among the 27 proteins identified specifically in medium
conditioned by apoptotic EC, more than half do not contain a secretion signal sequence. Also,
irrespective of the presence of a secretion signal, more than a third corresponded to typical
nanovesicle components. In recent years, the characterization of different types of microparticles
and nanovesicles released by live cells has been under intense investigation. Unfortunately, there is
yet no widely-accepted classification of the various categories of micro- and nanovesicles. Size,
appearance under electron microscopy and intracellular origin are currently key features that
differentiate various types of membrane vesicles. Exosomes are small, cup-shaped vesicles of 50-
100 nm diameter (290, 296-298). Their precursors are intracellular vesicles packaged into MVB,
which fuse with the plasma membrane, releasing exosomal vesicles into the extracellular milieu
(290, 296-298). Exosome-like nanovesicles are somewhat smaller (20-50 nm), of irregular shape
and probably stem also from endosomal compartments (290). Apoptotic blebs are bigger (50 to 500
nm), of heterogenous shapes and result from budding of the cell membrane (180, 290). The
nanovesicles released by apoptotic EC share many characteristics with exosome-like nanovesicles

and exosomes. Immunoblotting confirmed elevated levels of the exosomal markers TCTP and TSG
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101 in medium conditioned by apoptotic EC. Irregular-shaped nanovesicles of sizes within the
range described for exosome-like nanovesicles were demonstrated by electron microscopy in
medium conditioned by apoptotic EC. Immunogold labelling confirmed that TCTP was present at the

surface of these nanovesicles and within MVB of apoptotic EC.

We nonetheless considered the possibility that nanovesicles released by apoptotic EC could
represent small apoptotic blebs. Several lines of evidence suggest that TCTP-expressing
nanovesicles differ from apoptotic blebs. First, TCTP and TSG 101 levels are high in nanovesicle
fractions but undetectable in apoptotic bleb extracts. Second, histones, previously described as a
specific component of apoptotic blebs (290, 296) were not recovered with any of our proteomics
strategies (data not shown), further confirming optimal depletion of apoptotic blebs prior to MS/MS
analysis. Finally, exosome-like nanovesicles purified from medium conditioned by apoptotic EC
trigger an anti-apoptotic phenotype in VSMC whereas apoptotic blebs purified from the same
medium do not. These results indicate that over the course of apoptosis at least 2 functionally-
different types of vesicles are released: apoptotic blebs and nanovesicles. Whether the latter
correspond to the enhanced production of exosome-like nanovesicles normally released by live EC
or to a different nanovesicle type specific to the apoptotic program, sharing a common intracellular
origin and at least some markers with exosome and exosome-like nanovesicles, will be the scope of

future investigation.

Our work identifies activated caspase-3 as a novel regulator of TCTP export through the
nanovesicle pathway. p53 is known to regulate TSAP-6 activity, which, in turn, controls exosome
production and TCTP release (291-293). Here, increased release of nanovesicle constituents was
identified by an unbiased proteomics strategy where media conditioned by caspase-activated or -
inactivated EC were compared. Caspase(s) inhibition with ZVAD-FMK impacts the execution phase
of apoptosis but does not alter molecular events associated with apoptosis initiation, which includes
similar intracellular p53 levels and mitochondrial permeabilization. Hence, p53 cannot be inferred as
a regulator of TCTP export in our system. Caspase-3 biochemical inhibition or genetic silencing
similarly prevents TCTP export, pointing to a pivotal role for caspase-3 in the release of TCTP-

bearing nanovesicles by apoptotic cells.

Several lines of evidence indicate that TCTP plays a functional role in the anti-apoptotic activity of
nanovesicles released by apoptotic EC. VSMC exposed to TCTP-expressing nanovesicles show

increased resistance to apoptosis and activation of ERK 1/2, therefore recapitulating a neointimal
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phenotype (71, 281). TCTP silencing in EC blocks TCTP release and largely decreases both ERK
1/2 activation and resistance to apoptosis in VSMC exposed to nanovesicles produced by apoptotic
EC. Finally, recombinant TCTP increases ERK 1/2 activation and inhibits VSMC apoptosis. TCTP is
an evolutionarily-conserved protein of crucial importance during development (299) and for
intracellular apoptosis inhibition (300). The present work demonstrates that TCTP also displays
significant extracellular anti-apoptotic activity. These results are in keeping with recent

investigations indicating that extracellular TCTP activates ERK 1/2 in basophils .

The present study highlights novel mechanisms of cross-talk between dying cells and the local
microenvironment. Apoptotic cells actively release apoptotic blebs and exosome-like nanovesicles.
The latter, through an anti-apoptotic activity on cells of importance in tissue and vascular repair,
likely favour remodelling at sites of apoptotic cell deletion. However, a chronic increase in apoptosis

could foster sustained activation of the paracrine program, resulting in maladaptive remodelling.

Materials and Methods

Cell culture and generation of conditioned media

HUVEC (Clonetics) were grown in microvascular EC medium (Clonetics) and used at passages 2
to 5. WI-38 human fibroblasts (ATCC) were grown in FBM (Cambrex) with 10% inactivated FBS
(Medicorp) and employed at passages 2 to 17. A7R5 cells (VSMC), a clonal rat smooth muscle
cell line (ATCC), were cultured in DMEM/F12 with 10% FBS. Serum-free media, conditioned by
apoptotic or caspase-inhibited EC, were obtained as described previously (281-286). Equal EC
numbers (2.5 x 10* ceIIs/cmz) were pre-incubated for 2 h in normal medium containing either
DMSO (vehicle) or ZVAD-FMK (100 uM) or DEVD-FMK (100 pM) (R&D Systems) for caspase(s)
inhibition. Then, the culture medium was changed for serum-free medium RPMI (Gibco) and EC

were serum-starved for 4 h.

Characterization of the secretome produced by apoptotic EC

We adopted 2 comparative proteomics approaches to identify the secretome released by apoptotic
EC: 2D-LC-MS/MS and SDS-PAGE LC-MS/MS (289). Serum-free media (0.16 mI/cmz) conditioned
by apoptotic (SSC-Apo) and non-apoptotic EC pre-incubated with ZVAD-FMK (SSC-No-Apo) were
centrifuged sequentially at 1200 g and 50,000 g to eliminate cell debris and apoptotic blebs and
depletion was confirmed by flow cytometry (FACScan equipped with CellFit software, Becton-
Dickinson) in FL1 and FL2 channels. We also performed a functional analysis of SSC-Apo. 750 ml

of medium conditioned by apoptotic EC were fractionated by FPLC, and each fraction was tested for
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anti-apoptotic activity on VSMC (281). The anti-apoptotic fraction was resolved by SDS-PAGE, and
the bands were sequenced with LC-MS/MS.

For 2D-LC-MS/MS analysis, 40 ml of conditioned media cleared of cell debris and apoptotic
blebs were concentrated (0.5 mg of proteins) and solubilized in 100 pl of 40 mM Tris-HCI, pH 8.0,
7.5 M urea, 2.0 M thiourea, reduced in the presence of 6 mM DTT, alkylated with 15 mM
iodoacetamide, and digested overnight with trypsin (Promega, sequencing grade, estimated
trypsin/protein ratio 1:100). The tryptic peptides were re-suspended in 55% acetonitrile, 25%
dimethylformamide and labelled with pentafluorophenyl-4-anilino-4-oxobutanoate-do  or
pentafluorophenyl-4-anilino-4-oxobutanoate-d5. Labelled samples were combined, desalted,
evaporated to dryness, re-suspended in 10% acetonitrile containing 10 mM ammonium acetate, pH
7.0, and analyzed by weak anion exchange chromatography in a PolyWAX column (100 x 1 mm, 5
um, 300 A; PolyLC Inc.) connected to an Agilent 1100 Series LC system. Peptides were eluted by a
gradient of 0 to 1 M NaCl in 10 mM ammonium acetate, pH 6.0, containing 10% acetonitrile, at a
flow rate of 20 ul/min. 36 fractions of 80 pl were collected and acidified with formic acid. 30 ul from
each fraction were analyzed by LC-MS/MS.

SDS-PAGE LC-MS/MS analysis was performed essentially as outlined elsewhere (289).
Proteins (125 pg) were solubilized in 4X Laemmli buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 20% glycerol,
2% SDS, 0.5% (w/v) bromophenol blue), reduced in the presence of 4 mM DTT for 1 h at room
temperature, and then alkylated with 10 mM phenylmaleimide for 1 h at room temperature. 125 ug
of total protein from each sample were separated by SDS-PAGE on 15% acrylamide gel, which was
stained with Coomassie blue. Each lane was cut into 20 slices and treated with trypsin (Promega).
Tryptic peptides were extracted with 60% acetonitrile and 0.1% formic acid, evaporated to dryness,
and re-suspended in 25 pl of 3% acetonitrile and 0.1% formic acid.

Peptide digests were analyzed in duplicate by LC-MS/MS consisting of an Agilent 1100
Series nanoflow liquid chromatography system and a 1100 Series LC/MSD-Trap-SL ion trap mass
spectrometer (Agilent Technologies). The peptides were enriched in a Zorbax 300SB-C18 trap
column (5 ym, 5 x 0.3 mm) and separated by reverse phase chromatography in a Zorbax 300SB-
C18 analytical column (3.5 ym, 150 x 0.075 mm) with a gradient of 5-90% acetonitrile in 0.1%
formic acid at a flow rate of 300 nl/min. The acquisition parameters were as follows: a) positive
mode, b) scan range from 400 to 2,200 Da, c) “trap drive” of 90, d) maximum 3 MS/MS per cycle, e)
preferred charge state of +2, f) active exclusion after 2 spectra for 1 min, and g) scan speed of
13,000 m/zxsec . Spectra were recorded in profile mode.

The mass spectra were interpreted and quantified by Spectrum Mill software (Rev.

A.03.02.060a, Agilent Technologies). Using a “Data Extractor” module of the program, the MS/MS



102

spectra were: a) converted to a centroid mode based on the area in the top 50% of peak intensity,
b) merged by similarity (for 2 spectra to be merged, at least 25 out of their 50 most intensive peaks
had to match and the matching peaks had to represent >70% of total spectral intensity) within a
time window of + 40 s and m/z window + 1.2 Da, and c) filtered by quality (precursor signal to noise
ratio >25, sequence tag length >1). For every spectrum, MS intensity was calculated as the area
under the extracted chromatogram of ion intensity versus retention time (EIC) employing the same

parameters as for merging. “MS/MS search” was performed for the 25 most intensive peaks in

every spectrum with the human UniProt database (September 7, 2006 release: ftp://ftp.expasy.org).

Immunoblotting and reagents

Protein extracts were separated on 12% SDS-PAGE, as described previously (281-286), and
probed with monoclonal antibodies against: pro-caspase-3 (Bio Vision Research Products),
activated caspase-3 (Cell Signalling Technology), activated caspase-9 (Calbiochem), TCTP (Santa
Cruz Biotechnology), p53 (Santa Cruz Biotechnology), actin (Cedarlane), TSG101 (Abcam), Grp96
(Abcam), tubulin (Oncogene), phospho-ERK 1/2 (New England Biolabs), ERK2 (Santa Cruz
Biotechnology), PARP (Cell Signaling) and LC-3 (Abnova). Protein extracts from the supernatants
were TCA-precipitated 9:1, washed with cold acetone and solubilized in sample buffer. MMC,
Rapamycin, TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) and recombinant PARP were from Sigma.
Recombinant GST-TCTP and GST were obtained from Abnova Antibody Innovation. LEHD-FMK
was from R&D Systems and PD98059 from Calbiochem. Activated recombinant Caspase-3 was
obtained from Enzo Life Sciences.

Fluorescence microscopy for quantitation of cells with chromatin condensation and cell membrane
permeabilization

Fluorescence microscopy of unfixed/unpermeabilized adherent cells stained with Hoechst 33342
(2’-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.5’-bi-1H-benzimidazole) (HO) and propidium
iodide (PI) was undertaken as described previously (3-5). In brief, cells were grown to confluence
in 24-well polycarbonate culture plates (Becton-Dickinson). HO (1 pyg/ml) was added for 10 min at
37°C, and the cells were washed with PBS. Pl was added to a final concentration of 5 ug/ml
immediately before fluorescence microscopy analysis (excitation filter | = 360-425 nm). The
percentages of normal, apoptotic and necrotic cells adherent to the dishes were estimated by an
investigator blinded to the experimental conditions. Apoptotic cells will show increased HO

fluorescence in absence of Pl positivity. Secondary and primary necrotic cells show Pl positivity.

Mitochondrial permeability assessment
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Loss of mitochondrial permeability of EC was assessed by JC-1 (Molecular Probes, Invitrogen)
staining and flow cytometry (301). Cells were incubated with JC-1 (10 pug/ml) for 15 min, harvested
by trypsinization and washed twice with cold PBS. Loss of mitochondrial permeability is indicated by
shifting in fluorescence emission from green to red, which was evaluated by flow cytometry (Coulter
EPICS XL-MLC flow cytometer) in FL1 and FL2 channels. 10,000 events per sample were acquired
and the results expressed as fold increase of EC with loss of mitochondrial permeability relative to
control EC exposed to normal medium for 4 h (percentage of experimental cells with red

fluorescence/percentage of control cells with red fluorescence).

LDH release assay

LDH release was analyzed by Cyto Tox 96 non-radioactive cytotoxicity assay (Promega), as
described by the manufacturer.The results are expressed as the percentage of absorbance at 490
nm of experimental conditions vs absorbance at 490 nm of the positive control for necrosis

(heating).

Acridine orange staining

Acidic vesicular organelles, which correlate with autophagic activity, were assessed as described
previously (302). In acridine orange-stained cells, the cytoplasm and nucleolus fluoresce bright
green and dim red, whereas acidic compartments fluoresce bright red, evaluated by fluorescence

microscopy (excitation filter 1 = 525-625 nm).

Furification of nanovesicles by differential centrifugation

Nanovesicles were prepared from HUVEC and VSMC supernatants by differential centrifugation, as
outlined elsewhere (303) with some modifications. Conditioned media were centrifuged sequentially
at 1,200 x g for 20 min to remove cell debris, 50,000 x g for 15 min to eliminate apoptotic blebs, and
at 100,000 x g for 18 h (Beckman SW-41 Ti rotor) to purify the exosomal fraction. For Western blot
analysis, exosomes were harvested in phosphate buffer (0.1 M), precipitated with TCA 9:1, washed

with cold acetone and solubilized in SDS-PAGE sample buffer (Bio Rad).

Electron microscopy

For immunogold labelling, nanovesicles isolated as above were adsorbed on parlodium-carbon-
coated electron microscopy grids and fixed with 4% paraformaldehyde. After washing, the grids
were floated on ovalbumin 1% for 5 min and anti-TCTP antibody (1/20 dil.) for 2 h at room

temperature, washed with PBS, transferred to protein A-gold (10 nm), washed with PBS and MilliQ
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water, and dried. Uranyl acetate and phospho-tungstic acid-negative staining was undertaken, and
images were recorded with a Phillips 410 transmission electron microscope. HUVEC were fixed
with paraformaldehyde lysine-periodate, dehydrated in increasing methanol solutions and
embedded in Lowicryl K4M (Canemco) at -20°C. For immunocytochemical detection of TCTP,
ultrathin sections were incubated in saturated sodium metaperiodate for 8 min, washed with MilliQ
water, quenched with ovalbumin 1%, and labeled with anti-TCTP (1/10 dil.) for 4 h at room
temperature, followed by protein A-gold (5 or 10 nm). The tissues were stained with uranyl acetate
and lead citrate (304). For quantification of volume density of MVB and autophagosomes, EC were
fixed in glutaraldehyde, postfixed in osmium tetroxyde and embedded in Epon. Electron micrograph
fields of the cell cytoplasm were recorded at x7000 and enlarged at x21000. The volume density of
the multivesicular bodies and the autophagosomes was evaluated in relation to the cell cytoplasm
(nuclei were not included in the evaluation) by direct planimetry using the Zeiss Videopan software

(MVB area/cell area um?).

Caspase-3 and TCTP silencing

EC were grown in 6- and 24-well plates until 90% confluence per well. Transfection was performed
with Oligofectamine (Invitrogen Life Technologies) using ON-TARGET plus SMART pool
(Dharmacon) for caspase-3, TCTP and control siRNA’s. SiRNAs were used at a final concentration
of 50 nM (caspase-3) and 200 nM (TCTP) of annealed oligo for 16 h, changed in normal medium for
72 h (caspase-3) and 48 h (TCTP) and serum-starved for 4 h.

Statistical analysis
The data, expressed as mean + SEM, were analyzed by Student's T-test (with Bonferroni

correction when appropriate) or ANOVA, as appropriate.
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Abbreviations

2D-LC-MS/MS: 2-dimension liquid chromatography and tandem mass spectrometry CTGF:
connective tissue growth factor; DMSO: dimethylsulfoxide; EC: endothelial cells; ERK 1/2:
extracellular signal-regulated kinases 1/2; FPLC: fast protein liquid chromatography; HO: Hoechst
33342 (2’-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.5’-bi-1H-benzimidazole; HUVEC: human
umbilical vascular endothelial cells; LDH: lactate dehydrogenase; LG3: C-terminal fragment of
perlecan; MMC: mitomycin C; MVB: multivesicular bodies; PARP: poly (ADP-ribose) polymerase;
Pl: propidium iodide; HO: Hoescht; SDS-PAGE: sodium dodecyl sulface-polyacrylamide gel
electrophoresis; siRNAs: small interfering RNAs; SN: exosome-free supernatant; SS: serum
starvation; SSC: serum-free media conditioned by endothelial cells; TCTP: translationally-controlled
tumor protein; TSG 101: tumor susceptibility gene 101; VSMC: vascular smooth muscle cells: LC3:

Microtubule-Associated proteins 1A AND 1B, Light chain 3; mTOR: mammalian target of rapamycin.

Table 1. List of proteins identified exclusively in SSC-Apo by 2 distinct LC-MS/MS approaches.

Protein name and gene name were obtained from http://ca.expasy.org/sprot/. Information on

secretion signal sequence was obtained from SPdb, a signal peptide database on the following

website: http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/. The mode of secretion for each protein was obtained

from articles indexed in PubMed. Undescribed denotes proteins for which information concerning

their mode of secretion was not described in the literature.

Table 2. List of all other exosomal proteins identified by one proteomic approach. 12 exosomal
proteins additional to those listed in table 1 were identified only in SSC-Apo whereas 2 exosomal
proteins were identified only in SSC-No-Apo. Proteins were considered as “classically exosome-
associated” when reported as exosomal components in at least two independent reports based on

recent literature.

Figure 1. Serum starvation induces a pure apoptotic response in EC.

(a) Percentage of cells with increased chromatin condensation and percentage of cells with
increased cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in EC exposed to
normal medium (N) or serum starvation (SS) for 1to 4 h. * = p < 0.02 vs N, n=4. (b) LDH activity in
media conditioned by normal EC, EC serum-starved for 4 hours or heated at 65°C for 30 min
(positive control for cell membrane permeabilization). * = p < 1 x 10® vs heat, n = 3. (c) JC-1
staining for evaluation of mitochondrial permeabilization in EC treated as described in (a) or pre-
incubated with the pan-caspase inhibitor (ZVAD-FMK) 100 pM or vehicle (DMSO) and serum-
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starved for 4 h. * = p <0.02 vs normal, n = 6. (d) Immunoblots for active forms of caspase-9 (p25)
and caspase-3 (p17-p19) in EC treated as in (c). Representative of 5 experiments. (e) Immunoblots
for un-cleaved and cleaved PARP in EC treated as in (c-d). Representative of 2 experiments.
Ponceau red staining is shown as loading control. (f) Immunoblots for active forms of caspase-9
and caspase-3 in EC exposed for 4 h to N or pre-incubated with vehicle (DMSQO), 100 uM of the
caspase-9 inhibitor (LEHD) or the caspase-3 inhibitor (DEVD) as in (c-d). Representative of 5
experiments. (g) Percentage of cells with increased chromatin condensation and percentage of
cells with increased cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in EC
as treated in (c). * = p <0.05 vs serum starvation-DMSO, n = 12. (h) Immunoblots for p53 in EC as
treated in (c). Representative of 4 experiments. Ponceau Red staining is shown as loading control
for (e) and (h).

Figure 2. Characterization of the secretome of apoptotic EC. (a) Schematic representation of
the experimental strategy for generating serum-free media (conditioned by equal EC numbers in
equal volumes of serum-free media) by apoptotic (SSC-Apo) and non-apoptotic EC (SSC-No-Apo).
(b) Flow cytometry analysis providing evidence of depletion of apoptotic blebs before MS/MS
analysis. (¢) In-solution fractionation (2D-LC-MS/MS) of SSC-Apo and SSC-No-Apo generated as
described in (a). Tryptic protein digests (500 pg) from conditioned media (SSC-Apo and SSC-No-
Apo) were fractionated with high performance liquid chromatography into 25 fractions as
represented by the chromatograms (O.D. 280 nm in function of elution time). Tryptic digests from
fractions 3 to 22 of both samples were submitted individually to peptide sequencing by LC-MS/MS.
(d) In-gel fractionation of SSC-Apo and SSC-No-Apo generated as described in (a). Serum-free
conditioned media were concentrated on a 30-kDa membrane by ultrafiltration. 125 ug of proteins
were separated on 15% SDS-PAGE gel and stained with Coomassie Blue. The gel was cut into 20
pairs of bands, followed by in-gel trypsinization and peptide sequencing by LC-MS/MS. * represents
bands corresponding to TCTP.

Figure 3. Caspase(s) activation in apoptotic EC fosters the release of anti-apoptotic
exosome-like nanovesicles. (a) Immunoblots for TCTP, TSG 101, Grp96 and tubulin in cytosolic
(25 pg) and total protein extracts from equal volumes (1 ml) of total serum-free media (Total SSC)
conditioned by equal numbers of EC serum-starved for 1 to 4 h. Ponceau red staining is
representative of total protein content. Representative of 3 experiments. (b) Immunoblots for TCTP
in proteins precipitated from equal volumes of serum-free media conditioned by equal numbers of

apoptotic (Apo) and non-apoptotic EC (No-Apo): 1 ml of un-fractionated serum-free conditioned
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media (Total SSC); exosome-like nanovesicle fraction (Exo) purified from 12 ml of total serum-free
conditioned media; nanovesicle-free supernatant (SN) corresponding to the soluble fraction of
ultracentrifuged serum-free conditioned media (12 ml). Representative of 3 experiments. (c)
Immunoblots for TCTP. Left panel: Proteins isolated from 1 ml of SSC-Apo compared to 1 ml of
SSC-Apo supplemented with TCEP 10% (SSC-Apo + TCEP) prior to electrophoresis. TCEP
decreased the intensity of high molecular weight TCTP and increased the intensity of the non-
oligomeric form (Monomer 23 kDa). Middle panel: Quantification by densitometry of TCTP
oligomers and monomer from 3 immunoblots. * = p < 0.005 vs. SSC-Apo. Right panel: 0.1 ug of
GST-tagged recombinant TCTP (37 kDa) showing formation of oligomers. (d) Electron micrographs.
Exosome-like nanovesicles purified from SSC-Apo (cleared of cell debris and apoptotic blebs). Left
panel: Immunogold labelling of nanovesicle extracts revealed TCTP antigenic sites on the surface of
a nanovesicle. Bar: 25 nm. Uranyl oxalate and methyl cellulose-uranyl acetate negative staining.
Right panel: Electron micrograph presenting a population of exosome-like nanovesicles positive for
TCTP immunogold labelling. Bar: 100 nm. (e) Percentage of apoptotic cells as defined by increased
chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI
staining) in VSMC exposed for 24 h to 0.5 ml of: normal medium (N), serum-free medium (SS), un-
fractionated serum-free media (Total) conditioned either by apoptotic EC (SSC-Apo) or non-
apoptotic EC (SSC-No-Apo), as described in Fig. 2a; exosome-like fraction (Exo) purified from 12
ml of total serum-free conditioned media and re-suspended in 12 ml of RPMI (SS) and the
corresponding nanovesicle-free supernatant (SN). * = p = 2.0 x 10° vs. SSC-Apo, n = 6. (f)
Percentage of apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation without cell
membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in VSMC exposed for 24 h to
0.5 ml of: normal medium (N); serum starvation (SS); total serum-free medium conditioned by
apoptotic EC (total); supernatant (SSC WO blebs) after removal of apoptotic blebs by centrifugation
at 50,000 x g (12 ml); apoptotic blebs (SS + blebs) purified from 12 ml of total conditioned medium
by centrifugation and re-suspended in 12 ml of SS. *=p <1 x 10" vs SS, n = 8. (g) Immunoblots
for TCTP and TSG 101 in apoptotic blebs (Blebs) and exosome-like nanovesicle fraction (Exo)
isolated from 35 ml of serum-free media conditioned by apoptotic serum-starved EC. The

immunoblot for TCTP corresponds to 2 parts of the same gel. Representative of 3 experiments.

Figure 4. TCTP is a novel anti-apoptotic component of the apoptotic secretome.
(a) Equal numbers of EC were transfected with control siRNA (siRNA control) or TCTP siRNA
(siRNA TCTP) and serum-starved for 4 h in equal volumes of serum-free media. Immunoblots for

TCTP in: 25 pg of cytosolic extracts (Cytosolic); proteins precipitated from 1 ml of un-fractionated
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serum-free conditioned media (Total); exosome-like nanovesicle fraction (Exo) purified from 25 ml
of total conditioned media. Tubulin is shown as a loading control for cytosolic extracts. Ponceau
Red staining indicates total protein content. Representative of 3 experiments. (b) Percentage of
apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation without cell membrane
permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in EC pre-treated with either control siRNA
or TCTP siRNA exposed to normal medium or SS for 4 h. * = p <0.05 vs N, n = 6. (¢) Percentage of
apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation without cell membrane
permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in VSMC exposed for 24 h to 0.5 ml of:
normal medium (N); serum starvation (SS); total un-fractionated serum-free media (Total)
conditioned by apoptotic EC transfected with either control siRNA (SSC siRNA Control) or TCTP
siRNA (SSC siRNA TCTP); exosome-like nanovesicle fraction (Exo) purified from 12 ml of total un-
fractionated serum-free conditioned media and re-suspended in 12 ml of RPMI (SS) or the
corresponding nanovesicle-free supernatant (SN). *=p <1 x 10”° vs. siRNA control, n = 7. Lower
panel: Immunoblots for phosphorylated and total ERK 1/2 in cytosolic extracts (25 pg) of VSMC
exposed for 30 min to normal medium (N), serum starvation (SS), Total, Exo and SN from SSC
siRNA control and SSC siRNA TCTP. Immunoblots are representative of 3 experiments. (d)
Percentage of apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation without cell
membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in VSMC exposed for 24 h to:
normal medium (N), serum starvation in RPMI (SS) and recombinant TCTP (0.03 pM to 26.7 nM)
re-suspended in RPMI (SS). * p =< 0.009 vs. SS; n = 4. (e) Upper panel: Immunoblots for
phosphorylated and total ERK 1/2 in cytosolic extracts (25 ug) of VSMC exposed for 30 min to 0.03
pM and 2.67 nM of recombinant TCTP re-suspended in RPMI (SS). Representative of 3
experiments. Lower panel: Quantification by densitometry for the % of ERK 1/2 phosphorylation
relative to SS treatment in VSMC. *p < 0.02 vs. SS; n = 3. (f) Percentage of apoptotic cells as
defined by increased chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as evaluated
with HO and PI staining) in VSMC exposed for 24 h to: normal medium (N), serum starvation in
RPMI (SS); recombinant TCTP 26.7 nM re-suspended in RPMI (SS) and vehicle (DMSO) or
recombinant TCTP 26.7 nM re-suspended in RPMI (SS) + PD98059 50 uM. *p < 0.0008 vs. SS or
PD 98059; n =8.

Figure 5. TCTP export is specific of apoptotic cell death. (a) Quantification of apoptotic and
autophagic cells by fluorescence microscopy in HO-PI and acridine orange-stained EC exposed to:
MMC, 0.01 mg/ml in normal medium or vehicle in normal medium for 24 h; rapamycin 0.1 pug/ml in

normal medium or vehicle in normal medium for 4 h. Apoptosis refers to the percentage of cells with
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increased chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as evaluated with HO
and PI staining). Autophagy referred to the % of cells with increased formation of cytoplasmic
vacuolization as assessed by acridine orange staining. *p =1 x 10 vs vehicle (24h),n=3."p=
1 x 10° vs vehicle (4 h), n = 6. (b) Immunoblots for PARP in cytosolic extracts of EC treated with
rapamycin or MMC as described in (a). (¢) Left upper panel: Immunoblots showing conversion of
LC3-1 to LC3-Il, in EC treated with rapamycin 0.1 ug/ml or vehicle in normal medium for 4 h.
Electron microscopy for morphological characterization of autophagosomes. Right upper panel:
Quantification of volume density of autophagosomes in EC treated with rapamycin 0.1 ug/ml or
vehicle as described in (a). 25 cytoplasmic fields were evaluated for each condition; *p = 0,017.
Lower panel : Three different autophagosomes in rapamycine-treated EC (arrows) used for
quantification. Bar=0.5 um. (d) Immunoblots for TCTP in 1ml of total serum- free media (cleared of
cell debris and apoptotic blebs) conditioned in equal volumes and by equal numbers of EC exposed
to MMC and Rapamycin, as described in (a). Representative of 3 experiments. Ponceau Red are

shown as loading control for b and c.

Figure 6. Activated caspase-3 is a novel regulator of TCTP export. (a) Immunoblots for TCTP
in exosome-like nanovesicle extracts (Exo) purified from 25 ml of total un-fractionated serum-free
media conditioned by equal numbers of serum-starved EC in RPMI (SS) for 1 to 4 h. Representative
of 3 experiments. (b) Percentage of apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation
without cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining) in VSMC exposed
for 24 h to 0.5 ml of normal medium (N), serum starvation with 0.5 ml of RPMI (SS), total serum-free
media conditioned by equal numbers of apoptotic EC (SSC-DMSO) or non-apoptotic EC pre-
incubated with either the caspase-3 inhibitor DEVD-FMK (SSC-DEVD) or the pan-caspase inhibitor
ZVAD-FMK (SSC-ZVAD), as described in Fig. 1E-G. *=p <1 x 10'%vs SS, n = 3. (¢c) Immunoblots
for TCTP in exosome-like nanovesicle extracts (Exo) purified from 12 ml of total un-fractionated
serum-free media conditioned by equal numbers of EC pre-incubated as in (b) either with vehicle
(SSC-DMSO) or the caspase-3 inhibitor DEVD-FMK (SSC-DEVD) and serum-starved for 4 h.
Representative of 3 experiments. (d) Percentage of apoptotic cells as defined by increased
chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI
staining) in EC exposed for 4 h to 0.5 ml of normal medium (N) or serum starvation with RPMI (SS);
or EC transfected with either siRNA control (SS siRNA Ctrl) or siRNA caspase-3 (SS siRNA C3)
prior to serum starvation (0.5 ml of SS) for 4 h. * = p < 0.001 vs SS-siRNA control, n = 3. (e)
Immunoblots for the pro-form of caspase-3 (p37) in cytosolic extracts (50 ug) of EC transfected with

caspase-3 siRNA (C3) or control siRNA (Cirl) and exposed to normal medium for 4 h.
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Representative of 4 experiments. Tubulin is shown as loading control. (f) Percentage of apoptotic
cells as defined by increased chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as
evaluated with HO and PI staining) in VSMC exposed for 24 h to 0.5 ml of normal medium (N),
serum starvation with RPMI (SS), total un-fractionated serum-free media conditioned by EC
transfected with either siRNA control (SSC siRNA ctrl) or siRNA C3 (SSC siRNA C3), as described
above. * = p =0.004 vs SS, n = 3. (g) Immunoblots for TCTP in protein extracts precipitated from
equal volumes of serum-free media conditioned by equal EC numbers and transfected with siRNA
control (Ctrl) or caspase-3 siRNA (C3) and serum-starved for 4 h; 1 ml of total un-fractionated
serum-free media (Total); exosome-like nanovesicle fraction (Exo) purified from 25 ml of
conditioned media. Representative of 3 experiments. (h) Immunoblots for PARP and TCTP exposed
to recombinant activated caspase-3 in vitro. 300 ng (2.6 pmol) of recombinant PARP (left panel)
and 270 ng (7.3 pmol) of recombinant TCTP (right panel) were incubated at 37 °C for 1 h with 50
units and 250 units of activated caspase-3. PARP is a known cleavable substrate of activated

caspase-3 and was used as a positive control. Representative of 2 experiments.

Legends for Supplementary Figures

Supplementary Figure S1. TCTP is expressed within MVB of apoptotic EC. (a) Electron
micrographs. EC fixed in PLP and embedded in Lowicryl. Protein A-gold immunolabelling for TCTP.
The gold particles (5 nm, arrows) are present within the large MVB. Numerous small vesicles are
delineated within these bodies (arrowheads). Bar: 0.25 um. (b) Electron micrographs. Upper panel:
EC cultured in normal medium or in serum-free medium for 4 hours, fixed in glutaraldehyde,
postfixed in osmium tetroxyde and embedded in Epon. The left upper panel (Normal EC) illustrates
a small multivesicular body. Bar: 0.25 pum. The right upper panel (Apoptotic EC) demonstrates
numerous vesicles in a large MVB. Bar: 0.5 uym. Lower panel: morphometrical evaluation of MVB.
Electron micrograph fields of the cell cytoplasm were recorded at x7000 and enlarged at x21000.
The volume density of the multivesicular bodies was evaluated in relation to the cell cytoplasm
(nuclei were not included in the evaluation) by direct planimetry using the Zeiss Videopan software
(MVB area/cell area um2). 50 cytoplasmic fields were evaluated for each condition, *= p = 0.001.
The volume density of MVB increases by more than 7 fold during serum starvation. (¢) Exosome-
like nanovesicles secreted by apoptotic EC inhibit apoptosis of VSMC. Percentage of apoptotic cells
as defined by increased chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as
evaluated with HO and PI staining) in VSMC grown to confluence in 24 well plates and exposed for

24 hours to 0.5 ml of: normal medium (N); serum starvation in RPMI (SS); un-fractionated serum-
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free medium conditioned by apoptotic EC (Total); exosomal fraction (Exo) purified by
ultracentrifugation (100 000 x g 18 h) of serum-free medium conditioned by apoptotic EC (12 ml)
and resuspended in 12 ml of RPMI (SS); the residual exosome-free supernatant (SN); exosomal
fraction and exosome-free supernatant recombined together after ultracentrifugation (SN + Exo). * =
p=<1x10°vs. SS, *=p=<1x10° vs. Total, n = 12. (d) Amino acid sequence of human TCTP.
The diagram shows the complete amino acid sequence of human TCTP (1-172;
http://www.uniprot.org/uniprot/P13693, peptides identified by LC-MS/MS denoted by * in Figure 2d
(dash lined), amino acid sequence of the partial recombinant TCTP (yellow). (e) Quantification by
immunoblotting and densitometry of TCTP released in the SSC-Apo using recombinant TCTP for
the standard curve. 1 ml of SSC-Apo (performed in triplicate) was TCA-Precipitated followed by
immunoblotting for TCTP. Representative of 3 independent experiments. (f) Caspase activation
favors TCTP export in different cell types. Upper panel: Percentage of apoptotic cells as defined by
increased chromatin condensation without cell membrane permeabilization (as evaluated with HO
and PI staining) in VSMC exposed to 0.5 ml of: normal medium (N); serum starvation in RPMI (SS)
for 24 h or incubated with either ZVAD-FMK (SS-ZVAD) or vehicle (SS-DMSOQO) prior to SS for 24 h.
*=p =0.02 vs. SS-DMSO, n = 6. Lower panel: Immunoblots for TCTP in exosome-like nanovesicle
extracts purified from 25 ml of serum-free media conditioned by equal numbers of VSMC treated
with vehicle (Exo-DMSO) or ZVAD-FMK (Exo-ZVAD), as described in the upper panel. 25 ug of EC

cytosolic extracts were used as positive control for TCTP. Representative of 2 experiments.

Supplementary Figure S2 Caspase inhibition and TCTP release

(a) Percentage of apoptotic cells as defined by increased chromatin condensation without cell
membrane permeabilization (as evaluated with HO and PI staining). EC were incubated in SS with
different concentrations of ZVAD-FMK or DMSO (vehicle) for 4 hours. = p < 0.05 vs DMSO, n = 3.
(b) Immunoblots for TCTP (left panel) in 1 ml of total serum-free media conditioned by equal
numbers of serum starved EC in presence of ZVAD 30 uM or DMSO (Vehicle). Right panel:
quantification of TCTP from Immunoblots analyzed by densitometry; n= 3. p < 0.05 vs DMSO.

Supplementary Figure S3. Densitometry analysis for western blots of proteins extracted from

conditioned media presented in Figures 3b, 4a, 5d, 6¢ and g, Supplementary Figure S1f.
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Figure 3. Caspase(s) activation in apoptotic EC fosters the release of anti-apoptotic exosome-like
nanovesicles
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Figure 4. TCTP is a novel anti-apoptotic component of the apoptotic secretome
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Figure 5. TCTP export is specific of apoptotic cell death

a Ml Chromatin condensation without cell membrane permeabilization b
\:l Cytoplasmic vacuolization
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Figure 6. Activated caspase-3 is a novel regulator of exosomal TCTP export
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Supplementary Figure S1
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Supplementary Information Figure S2
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Supplementary Figure S3

Figure 3B oTcTP20kDa  WTCTP 75kDa Figure 4A
5 5 e 100 1 DOTCTP20kDa ®TCTP 75 kDa
TI4 2t
29 SFE 75
a Z i §<
593 3%
-3 a® 50 -
592 5%
2g 28
531 5% 25
a =E
0 T0
Total Exo SN Cytosolic  Total Exo
Supplementary Information Figure S1F Figure 5D
OTCTP20kDa WTCTP 75kDa -~ 6 OTCTP 20 kDa BTCTP 75 kDa
~ ®
Q s
< _£ 5
EN 2 i34
58 1° 58 3
£Q 1 5 &
52 5§ 2
29 05 25 1
€ Q 29 .
2 0 20
Exo (VSMC) = MMC Rapamycin
Figure 6C Figure 6G
—~ 3 OTCTP 20 kDa WTCTP 75 kDa
[y
— 25 OTCTP 20 kDa BTCTP 75 kDa T < 2 5 i
- [ ﬂ>) -4 .
sa 2 ]
s 53 2
a ©Q i e 2
52 1.5 s €15
52 4 29
o3 g5
P 205 L2905
0 0

Exo (EC) Total Exo



121

Table 1 : List of proteins identified exclusively in SSC-Apo by 2 distinct LC-MS/MS approaches

Type of LC-MS/MS approach

Secretion

Proteins identified by two LC-MS/MS Gene - Mode of
# h . SDS- signal retion
approaches name Functional | 2D-LC PAGE | sequence secretio
1 . .
Translationally controlled tumor protein Exosome (291,
(TCTP) tptl X X NO 293)
2 | a-SNAP N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein alpha NSF Napa X X NO Exosome (305)
3 | Insulin-like growth factor Il receptor igfer X X YES Exosome (305)
4 | Aldehyde dehydrogenase 1 aldhtat X X NO Exosome (305)
5 | Heat shock 70kDa protein 1-like hspa1l X X NO Exosome (296)
6 | Epidermal growth factor Egf X X YES Exosome (305)
7 | L1 cell adhesion molecule [1cam X X YES Exosome (306)
8 | Low (_jensny lipoprotein receptor-related Irp2 . . YES Exosome (305)
protein 2
9 | MHC class I DQ hla-dga1 X X YES Exosome (307)
10 | Transforming growth factor, beta
receptor |l (betaglycan, 300kDa) tgfora X X YES Exosome (305)
" Ash1 (absent, small, or homeotic)-like ash1l X X NO 153%8) Microsome
12 i
ATPase H+/K+ exchanging alpha TUbUIoveSICUI.eS
olvpentide Atpda X X NO and apical
polypep membrane (309)
13 Trans Golgi
ADAMTS4 Adamts4 X X YES network (310)
14 Tissue type plasminogen activator Plat X X YES Small dense
ype p g vesicles (311)
15 | Eukaryotic translation initiation factor 4 Eif4g1 N . NO Undescribed
gamma
16 | Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2 | golga2 X X NO Undescribed
17 | Myotrophin Mtpn X X NO Undescribed
18 | Anillin, actin bmc_img protein (scraps Anin X x NO Undescribed
homolog, Drosophila)
19 | ATP-binding cassette, sub-family C .
(CFTR/MRP), member 2 abcc2 X X NO Undescribed
20 | breast cancer 2, early onset brca2 X X NO undescribed
21 | Coenzyme Q4 homolog cog4 X X NO Undescribed
22 | Heart mu_scle inducible nitric oxide NOs2a . . NO Undescribed
synthase (iNOS)
23 | spindlin-like protein 2 spin2a X X NO Undescribed
24 | Very large inducible GTPase 1 gvini X X NO Undescribed
25 | Integrin alpha 10 subunit itga10 X x YES Undescribed
26 | Low (_jensny lipoprotein-receptor related Irp1 . . YES Undescribed
protein 1
27 | Phospholipase A2, group IID Pla2g2d X X YES Undescribed
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Table 2 : List of all other exosomal proteins identified by one proteomic approach

4 | Proteins ident;fied by one LC-MS/MS Gene Typ(-e of LC-MS/MS appro:c;hs- References
pproach name Functional 2D-LC PAGE
Exosomal proteins identified exclusively in SSC-Apo
1 Decay-accelerating factor Cd55 X (307, 312)
2 | Alix Pdcd6ip X (307, 312)
3 | Milk fat globule-EGF factor8/lactadherin Mfge8 X (307, 312)
4 | Integrin beta 1 Itgb1 X (307, 312)
5 | Integrin alpha 3 Itga3 X (307, 312)
6 Heat shock protein HSP 90-alpha Hsp90aa1 X (307, 312)
7 Flotillin 1 Flot1 X (307, 312)
8 rEilst(i;?r(])r:r;zal-associated membrane cd63 . (307, 312)
9 | Actinin Actn1 X (305, 313)
10 | ATP citrate lyase Acly X (305, 313)
11 | Ezrin vil2 X (305, 313)
12 | Elongation factor 1-alpha 1 Eeflal X (307, 312)
Exosomal proteins identified exclusively in SSC-No-Apo
1 Integrin beta 2 Itgb2 X (305, 313)
2 | Rab7 Rab7 X (305, 313)




Discussion

Le testament protéique et nanovésiculaire de

I’apoptose endothéliale



Chapitre 1 - Généralités

Depuis sa caractérisation dans différents contextes physiologiques et pathologiques, I'apoptose
s’est révélée un mécanisme des plus originaux ne cessant de surprendre et d’exciter les
scientifiques.  Les travaux présentés dans cette thése repoussent les limites de notre
compréhension de ce phénoméne concernant tout spécialement ses fonctions post mortem qui
s’averent astucieusement régulées. La compréhension de ce concept a été mise a rude épreuve
par la communauté scientifique probablement di a une vision dichotomique de la mort cellulaire.
En fait, la vision initiale de mort cellulaire reposait soit entre un processus nécrotique accidentel ou
un mécanisme apoptotique qui contrairement a la nécrose, permettait de ne pas laisser de traces.
Or, ce paradigme est revisité et redéfini par les travaux présentés dans cette thése. La mort
apoptotique n’est pas silencieuse et en fait, elle continue ‘de vivre’ en générant un testament
moléculaire complexe ayant des répercussions paracrines importantes, notamment dans le

contexte de réparation vasculaire.

Mis a part les travaux effectués dans notre laboratoire, Il existe d’autres exemples démontrant que
la phase effectrice de I'apoptose régule la sécrétion de médiateurs ayant des fonctions
intercellulaires pertinentes a la VG. Les fonctions paracrines initialement décrites étaient
principalement attribuables au trafic leucocytaire. Par exemple, [Iexternalisation de Ila
phosphatidylserine (PS) des cellules apoptotiques sert de signal de reconnaissance aux
macrophages professionnels permettant de phagocyter les corps apoptotiques (314). Lauber, K. et
al ont démontré que l'activation de la caspase-3 dans différents types cellulaires apoptotiques
régule la sécrétion d’un lipide (lysophosphatidylcholine, LPC) chemoattractif pour les monocytes et
les macrophages professionnels permettant de phagocyter les débris cellulaires apoptotiques (279).
Truman, L. et al ont démontré que la fractalkine est sécrétée par les lymphocytes apoptotiques afin
de stimuler le chimiotactisme des macrophages professionnels (315). Finalement, Bournazou, I. et
al. ont démontré que les MCF7 et les cellules Burkitt Lymphoma apoptotiques secrétent la
lactoferrine afin d’inhiber la migration des granulocytes (neutrophiles), permettant ainsi d’éviter
I’activation d’une réponse inflammatoire (280). Somme toute, ces signaux ‘eat me’, ‘come here’ and
‘don’t eat me’ permettent spécifiquement d’éliminer les débris apoptotiques sans toutefois générer

une réponse inflammatoire massive.
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Avantages et limitations de I'’étude du sécrétome des CE
apoptotiques

C’est dans le cadre des premiéres applications de la technologie protéomique que nous avons
entrepris I'étude du testament protéique de I'apoptose endothéliale. De ce fait, la publication de ces
travaux représente la premiére analyse protéomique comparative, multidimensionnelle et non-
biaisée de sécrétomes issus de cellules endothéliales primaires apoptotiques et non apoptotiques.
Un aspect important nous permettant de relever ce défi reposait sur la ‘simplicité’ de notre modéle
d’induction de I'apoptose endothéliale a I'aide de la déprivation de facteur de croissance. Par
conséquent, les médiateurs générés durant I'apoptose endothéliale pouvaient étre isolés et
analysés sans la présence interférente de facteurs de croissance (incluant I'albumine)
abondamment retrouvés dans le milieu de culture complet. Malgré que cette prémisse offrait un net
avantage, nous avions sous-estimé a quel point les cellules endothéliales ont une importante

activité sécrétoire.

Par exemple, les premiéres tentatives d’identifier les médiateurs directement dans le surnageant
sans étape de fractionnation nous ont révélé que des contaminants résiduels du milieu de culture
complet, spécialement l'albumine, masquaient [Iidentification des autres protéines moins
abondantes. Aprés des essais visant a enlever lalbumine des surnageants par
immunoprécipitation, nous avons conclu que I'albumine était aprés tout un transporteur protéique
important et que l'immunoprécipitation pourrait aussi soustraire nos médiateurs d’intérét. Par
conséquent, nous avons élaboré une approche ou les 2 protéomes (SSC-apo et SSC-no-apo) sont
digérés avec la trypsine suivie d’une fractionnation par chromatographie liquide (LC-MSMS). Ainsi,
cette fractionnation permet de répartir les peptides dans différentes fractions facilitant ainsi
I'identification de protéines moins abondantes. Cette approche s’est révélée efficace: au total, 1300
protéines ont été identifiées. Toutefois, a ce moment, la validité de I'identification de protéines par
MSMS reposait sur la présence de plusieurs peptides appartenant a la protéine d’intérét. Or, les
protéines identifiées dans notre approche arboraient 1 ou 2 peptides et I'albumine était encore
suffisamment abondante, réduisant ainsi nos chances d’identification d’autres médiateurs moins

abondants.

Par conséquent, nous avons entrepris un second processus de fractionnation des sécrétomes sur
un grand gel SDS-PAGE coloré au bleu de coomasie. Ensuite, chacune des bandes visibles dans

les 2 protéomes étaient digérées avec la trypsine suivie du processus d’identification par
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spectrométrie de masse en tandem. Cette approche permettait 1) d’isoler les protéines de
I’lalbumine selon différentes propriétés physico-chimiques comparativement a la chromatographie
liquide; 2) d’associer les protéines identifiées a un poids moléculaire d’apres le patron de migration
et 3) d’avoir un apercu de I'abondance relative des protéines entre les 2 protéomes. Selon cette
approche, des peptides associés a 2385 protéines ont été identifiés. Parmi ces protéines, plusieurs
étaient inconnues, d’autres appartenant aux résidus de milieu de culture, générant ainsi un
processus d’analyse complexe. Ajoutons aussi que ces 2 approches comparatives sont
considérées semi-quantitatives car I'abondance relative des peptides est reflétée par l'intensité
avec laquelle le spectrométre de masse détecte ces peptides qui peut étre influencée par des
parameétres physiques de I'appareil. Finalement, la coloration au bleu coomasie nous a révélé qu'il
y a beaucoup plus de protéines libérées dans le surnageant durant I'apoptose. Nous avons sous-
estimé ce fait en comparant des quantités équivalentes de protéines au lieu de comparer les
quantités totales de protéines provenant d’'un volume équivalent de surnageant. Cet aspect a
diminué aussi les probabilités d’identifier des protéines dont I'export extracellulaire est augmenté

durant I'apoptose endothéliale.

Nous avons combiné a ces résultats une approche protéomique fonctionnelle effectuée
ultérieurement dans les laboratoires des Dre Marie-Josée Hébert et Dr Alexey V. Pshezhetsky ou le
surnageant des CE apoptotiques a été fractionné par chromatographie liquide et chacune de ces
fractions a été évaluée sur les CML afin de voir quelle(s) fraction(s) avait conservé une activité anti-
apoptotique. Les fractions dites anti-apoptotiques ont été par la suite analysées par spectrométrie
de masse en tandem permettant d’identifier 28 protéines, dont 7 inconnues. Cette approche
permettait d’identifier des médiateurs fonctionnellement pertinents concernant I'activité paracrine
anti-apoptotique chez les CML induite par le SSC-apo, récapitulant ainsi le phénotype associé aux

CML durant le développement de la VG.
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L’enrichissement du sécrétome des CE apoptotiques dans le
milieu extracellulaire représente un phénomeéne régulé

Le but initial était d’identifier les médiateurs libérés spécifiquement par les CE apoptotiques. Afin de
respecter les limitations de notre approche, nous avons généré une liste de médiateurs potentiels
suivant les 3 critéres suivants : 1) protéine présente dans le SSC-apo seulement; 2) protéine
d’origine humaine et 3) protéine identifiée dans 2 des 3 approches utilisées. De toute évidence, ces
criteres ont probablement détourné l'identification d’autres médiateurs. Toutefois, ces banques de
données regorgent d’indices reliés au testament des CE apoptotiques et peuvent générer des
hypothéses trés intéressantes.

Les travaux relatifs a la caractérisation du sécrétome des CE apoptotiques nous révélent un 1%
point important : I'apoptose endothéliale augmente I'export de médiateurs protéiques dans
I’environnement extracellulaire. Ce fait est illustré par la comparaison des sécrétomes fractionnés
sur gel SDS-PAGE et colorés au bleu de coomasie (article principal, Fig. 2D), ou I'on peut
visiblement apprécier I'enrichissement protéique dans le SSC-apo comparativement au SSC-no-
apo. De plus, a partir d’'un volume égal de surnageant, la coloration au ponceau rouge nous réveéle
le méme phénomeéne, surtout dans la fraction exosomiale du SSC-apo (article principal, Figures 3b
et 4a). Finalement, malgré I'utilisation de criteres de sélection rigoureux et de 2 méthodes
distinctes de fractionnation des sécrétomes (en solution et en gel), nous avons quand méme été en
mesure d’identifier 27 protéines spécifiquement enrichies dans le SSC des CE apoptotiques

comparativement au SSC-no-apo (article principal, Table 1).

Tel que discuté dans lintroduction, I'endothélium en réponse au stress est reconnu pour réguler la
sécrétion de différentes protéines, lui permettant ainsi de s’adapter a son environnement. De
maniére intéressante, l'idée que cette activité sécrétoire ne soit pas issue d’'un phénomene
accidentel ou nécrotique nous apparait logique et ne démontre pas vraiment d’intérét particulier.
Tel n’a pas été le cas avec le présent projet. Compte tenu qu’il semblait contre intuitif de présumer
que l'apoptose endothéliale puisse réguler la sécrétion de médiateurs et que cette observation
n’était pas subséquente a une lyse cellulaire de nature nécrotique, nous avons largement examiné
I'incidence de la nécrose a différents niveaux dans notre modele d’étude tel que démontré et

discuté dans l'article principal.
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Parallelement a nos analyses biochimiques, nous sommes en mesure de différencier nos travaux
de ceux relatifs a la nécrose en s’appuyant sur une littérature trés récente démontrant que des
médiateurs distincts nommeés ‘Alarmins’ sont générés dans le milieu extracellulaire suivant une
infection ou un dommage cellulaire nécrotique. La présence des Alarmins dans le milieu
extracellulaire peut étre conséquente a 1) une mort cellulaire nécrotique mais non apoptotique; 2) a
la dégranulation des neutrophiles, un mécanisme n’impliquant pas de processus de mort cellulaire.
Leurs fonctions biologiques sont reliées a 'activation du systéeme immunitaire inné et acquis et ces
Alarmins sembleraient participer au retour de ’'homéostasie du tissu endommagé (316, 317). Par
exemple, certaines Alarmins ont des propriétés anti-microbiales incluant les a-defensins, cathlicidin
et lactoferrine (318) et sont libérées suivant la dégranulation des neutrophiles. D’autres Alarmins,
incluant HMGB1 (High-mobility group box-1 protein) et Grp96, sont libérées suivant un processus
nécrotique et se retrouvent exposées dans le milieu environnant générant ainsi une réponse
inflammatoire trés rapide incluant le recrutement des neutrophiles et des cellules dendritiques (319-
321). En lien avec les travaux présentés dans cette thése et en plus des évidences biochimiques
démontrant que la nécrose n’est pas significativement représentée dans notre modéle d’étude,
aucune des Alarmins n’a été retracée parmi les 3500 protéines identifiées dans nos 3 approches

protéomiques.

Somme toute, la présence enrichie de protéines dans le sécrétome des CE apoptotiques
comparativement au sécrétome des CE non-apoptotiques est associée a une mort endothéliale
apoptotique, régulée, pouvant étre distinguée de la nécrose endothéliale. Dans un contexte de
transplantation, la nécrose endothéliale est plutét associée aux traumas mécaniques générés par

les manceuvres chirurgicales péri-opératoires.



Chapitre 2 - L’apoptose endothéliale augmente
I’export extracellulaire de médiateurs

nanovésiculaires

“It is normal to give away a little of one’s life in order not to lose it all.”

- Albert Camus

Le point le plus important et le plus excitant de nos travaux publiés dans I'article principal repose
sur le fait que l'apoptose endothéliale augmente la sécrétion de nanovésicules ayant une
composition protéique et des propriétés fonctionnellement distinctes des microparticules
antérieurement décrites. Ce qui est tres intéressant, c’est qu’initialement, nous n’avions jamais
pensé que I'apoptose endothéliale régulerait la sécrétion de nanovésicules de type exosomial. Au
total, 31 protéines exosomiales ont été identifiées spécifiquement dans le SSC-apo a I'aide de 1 ou
2 approches protéomiques. Notre approche non biaisée a grandement dévoilé la pertinence de ces
nanovésicules dans un contexte de remodelage vasculaire et TCTP s’est révélé notre guide dans la
compréhension de ce nouveau phénomeéne associé a I'apoptose endothéliale. De plus, au moment
de la découverte de ces nanovésicules dans notre systeme, les informations disponibles
concernant leur mode de sécrétion et leurs fonctions étaient minimes. Une certaine controverse
était associée a la présence de ces nanovésicules dans le milieu extracellulaire, ajoutant un niveau
de difficulté important a la signification de nos résultats. Cet aspect découle, du moins en partie,
d’'une nomenclature incompléte de I'ensemble des espéces vésiculaires sécrétées par différents
types cellulaires dans différents contextes donnés. Durant les 5 derniéres années, des données
émergentes ont permis d’élucider en partie que la sécrétion de vésicules membranaires de
transport extracellulaire soit a I'origine de différents processus physiologique et pathologique. Cette
ambiguité est conséquente a différents facteurs incluant 1) les types cellulaires sécrétant ces
vésicules (cellules primaires ou transformées, fluides biologiques), 2) les grandeurs des vésicules
(30 nm a 1 um), 3) les compositions lipidiques, protéiques et d’ARN; 4) les origines cellulaires et 5)

les contextes cellulaires auxquels leur sécrétion est associée.
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Les différents types de vésicules membranaires associés au
transport extracellulaire

Les vésicules membranaires de ftransport intracellulaire seraient distinctes des vésicules
membranaires régulant le transport extracellulaire. Dans le premier cas, ces vésicules
bourgeonnent d’un compartiment intracellulaire et circulent dans le cytoplasme jusqu’au
compartiment membranaire accepteur. Le cbté cytoplasmique de ces vésicules contient du
matériel correspondant a la lumiere du compartiment donneur. Par opposition, les vésicules
membranaires de transport extracellulaire ont une topographie membranaire similaire a la
membrane plasmique ou a celle correspondant a la lumiére des organelles intracellulaires d’ou elles
originent (290). Une panoplie de vésicules membranaires de transport extracellulaire a été décrite.
Voici une breve liste des noms prétés aux vésicules membranaires impliquées dans le transport
extracellulaire : exosomes, microparticules, microvésicules, nanoparticules, ’shedding
microvesicles’, ectosomes, exosome-like vesicles, apoptotic blebs, promininosomes, prostasomes,

dexosomes, texososomes, dex, tex, agrosomes, acheotosomes et oncosomes (322).

Microparticules

Etonnamment, la vésiculation membranaire a été associée a I'hypothése de réponse a I'insulte dés
1978. Les auteurs suggéraient que ce processus participait a Iinhibition des fonctions
métaboliques et la croissance cellulaire (323, 324). Toutefois, cette hypothése n’a jamais repris
d’élan depuis ces publications. De plus, pendant trées longtemps, les vésicules observées par
microscopie électronique étaient associées a des artéfacts secondaires a la nécrose cellulaire

suivant un dommage mécanique (325).

La sémantique associée aux vésicules résultant d’'un dépouillement (“shedding’) de la membrane
plasmique demeure difficile a décrire. Le terme microparticule a été décrété et officialisé en 2005
par le comité SSC Vascular Biology Meeting (Sydney, Australie) (326). Les microparticules (aussi
nommées ectosomes ou shedding vesicles) sont générées suivant un dépouillement de la
membrane plasmique décrit par Wolf. en 1967 (327). Les microparticules font souvent référence
aux ‘shedding vesicles’ et se distinguent des microvésicules qui regroupent une population
hétérogéne de vésicules incluant les exosomes et les microparticules. Les microparticules
nommées ectosomes sont des ‘shedding vesicles’ provenant des neutrophiles et des monocytes
(325). Suivant une protrusion externe de la membrane plasmique, une fission de ce cloisonnement

de la membrane résulterait en la formation de microparticules. Leurs caractéristiques sont les
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suivantes : leur diameétre varie de 100 a 1000 nm, leur forme est hétérogéne, elles peuvent contenir
de 'ARN, des récepteurs et des ligands, du matériel cytosquelettique et peuvent étre générées
suivant différents types de stress cellulaires incluant, des stress mécaniques, l'activation et

I'apoptose (326).

Les mécanismes permettant la ségrégation de cargos spécifiques dans les microparticules ne sont
pas connus. Toutefois, les microparticules auraient des fonctions associées a la coagulation et
inflammation et permettraient de servir de plateformes afin de coordonner le développement de
différents processus de signalisation (328, 329). Durant le développement de I'athérosclérose, les
microparticules s’accumulent dans les dépéts lipidiques et les thrombi et promouvoient une boucle
de signalisation dysfonctionnelle au sein du compartiment vasculaire (330, 331). En ce qui a trait a
linflammation, les microparticules participeraient différemment et dépendamment du stade
inflammatoire. Durant les stages précoces, les microparticules libérées par les neutrophiles
favoriseraient la sécrétion de facteurs anti-inflammatoires (TGF-# et IL-1) des macrophages et
inhiberaient leur production de TNF-a et IL-8 (332, 333). Dans les stages plus tardifs, les
microparticules peuvent devenir pro-inflammatoires en catalysant le transfert de récepteurs CCR4
et CCR5 et stimuleraient la sécrétion de IL-6 et MCP qui participent a soutenir une forte réponse
inflammatoire (325, 334). Finalement, les microparticules pourraient participer a des évenements
épigénétiques affectant le destin cellulaire des cellules cibles en transférant des mARN et des

miARN de maniere paracrine (335).

Blebs apoptotiques

Les ‘blebs’ ou ‘corps’ apoptotiques quant a eux seraient distincts des microparticules, malgré qu’ils
puissent étre générés par les mémes stimuli. Les microparticules seraient libérées durant les
stages précoces de I'apoptose tandis que les blebs apoptotiques représenteraient des débris de
cellules apoptotiques associés aux stages tardifs de I'apoptose (336). Les blebs apoptotiques ont
un diamétre hétérogéne (50-500 nm) et contiennent des histones et du matériel nucléaire et se
comportent differemment dans un gradient de sucrose linéaire comparativement aux autres types
de vésicules membranaires de transport (296). Les corps apoptotiques issus des cellules
endothéliales participeraient au ‘homing’ des EPC et des CML afin de faciliter le processus de ré-

endothélialisation et de réparation, respectivement (337).
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Microvésicules

Les microvésicules seraient une espece vésiculaire n’ayant pas de caractéristique vraiment
spécifique et leur diametre varie de 30 nm a 1000 nm. En fait, les microvésicules correspondraient
de maniére indiscriminée a une population hétérogéne de vésicules. Parmi cette classe, les
prostasomes (aposomes ou seminosomes) ont un diamétre variant de 50-500 nm, ils ont une
composition lipidique particuliére et ressemblent aux epididysosomes (338, 339). Les particules P2
et P4 (les prominosomes) sont associées a la prominin-1. De maniére intéressante, ces vésicules
de ftransport membranaire extracellulaire seraient générées a différents moments du
développement cérébral. Les P2 seraient de 600 nm de diamétre et apparaitraient dans le liquide
ventriculaire au début de la neurogénése. Les particules P4 ont un diamétre plus petit (50-80 nm)
et apparaitraient plus tard durant la neurogénése (340). Finalement, cette catégorie inclus aussi
des vésicules de la membrane plasmique externe qui seraient impliquées dans le transport de
lipides et de protéines des bactéries Gram-négative pour la communication et I'intoxication de la
cellule héte (326, 341).

Les exosomes

Les fameux exosomes... Malgré une confusion certaine
concernant la nomenclature des vésicules membranaires
associées au transport extracellulaire, les exosomes ont une place
privilégiée. D’abord, les exosomes semblent avoir un certain
attachement avec la ville de Montréal compte tenu qu’ils ont été
décrits la premiére fois par la biochimiste Rose Johnstone (Figure
25) a I'Université McGill dans les années 70 et pour la premiére
fois dans un contexte d’apoptose durant ce présent projet, déroulé

aussi a Montréal. R. Johnstone aurait décrit sa découverte de

“Alice in Blunderland” lorsqu’elle observa au microscope Figure 25 : Rose Johnstone,
électronique que de petites veésicules étaient littéralement ph.D. Reproduit de (3) avec
‘régurgitées’ durant la maturation des réticulocytes en culture (342, la permission de John Wiley
343). Johnstone et al. ont démontré I'origine endocytaire de ces and Sons.

nanovésicules a l'aide d’expériences de ‘pulse-chase’ ou des

récepteurs a la transferrine étaient marqués radioactivement et pouvaient par la suite étre

récupérés dans le milieu extracellulaire (344). lls décréterent le nom ‘exosome’ compte tenu que le
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processus de sécrétion semblait inverse a I'endocytose et que des molécules externes étaient
internalisées dans des structures membranaires (345). A I'époque, ce concept a été mis a rude
épreuve par la communauté scientifique : « Our results were viewed by disbelieving eyes in the first
few years. Few were convinced that this was a natural phenomenon, but considered it some type
of artifact attributed to the unusual experimental system we were using and/or the result of our long-
term incubations using ‘stressed” réticulocytes (i.e. from heavily bled animals) », raconte R.
Johnstone dans l'une de ses derniéres publications quelques mois avant sa mort (346). Je dois
ajouter ici que j'ai eu le méme type de commentaire entourant mon projet. Finalement, a I'’époque,
on croyait que le destin cellulaire des MVB étaient voué uniquement a la dégradation lysosomiale et
non a des fins de sécrétion suivant une fusion avec la membrane plasmique (342). Pauvres

exosomes, ils ont été la cible de maintes controverses!

Caractéristiques biochimiques et morphologiques

Les exosomes ont leur propre catégorie attribuable surtout a leur origine endocytaire et leurs
caractéristiques morphologiques et biochimiques. Les exosomes sont isolés par centrifugation
différentielle et une étape supplémentaire est requise afin d’enlever les corps apoptotiques et les
microparticules (soit par centrifugation ou par ultrafiltration). La purification des exosomes est
obtenue a l'aide d’un gradient de sucrose ou les nanovésicules migrent a une densité de 1.10 a
1.21 g/ml. Des immunobuvardages dirigés contre des protéines exosomiales classiques permet de
confirmer la pureté des exosomes isolés. Finalement, les exosomes peuvent étre aussi isolés par
capture d’immunoaffinité (347) mais le rendement est trés faible compte tenu que l'isolation est
basée sur un seul anticorps. Morphologiquement, les exosomes sont visibles par microscopie
électronique et leur apparence de ‘cup hand’ varie en fonction de la technique utilisée. Par contre,
cette caractéristique morphologique ne suffit pas a elle seule afin de confirmer la présence de

nanovésicules catégorisées a titre d’exosomes (290).

Les ‘exosomes-like vesicles’ auraient une forme irréguliére et un diamétre variant de 20 a 50 nm et
leur indice de flottaison dans un gradient de sucrose est similaire a celui des exosomes. Une seule
étude a rapporté l'existence de ces exosomes-like vesicles dans le surnageant de cellules
endothéliales en culture (348). Ces nanovésicules participeraient a générer une forme soluble du
TNFR1 via la sécrétion d’exosomes et ce de maniere constitutive et sans la participation de
sheddases normalement impliquées dans le ‘shedding’ des ecotodomaines de différentes protéines
membranaires. La seule différence importante de ces nanovésicules avec les exosomes, est

gu’elles ne contiendraient pas de radeau lipidique.
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L’ensemble de ces observations suggére que différentes nanovésicules puissent étre générées
dans différents contextes cellulaires. Les chercheurs spécialisés dans le domaine des exosomes
soutiennent qu’il serait plus avantageux de conserver une nomenclature plus large des
nanovésicules : “The more narrow you make the definition, the less interesting this field will be to

everyone else”, selon Stephen Gould, Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland (343).

Compte tenu que I'étude des exosomes est trés récente et que les méthodes de purification varient
d’'une étude a l'autre, il est possible que des protéines associées a d’autres types de vésicules
soient surreprésentées dans les banques de données. Il est aussi important d’ajouter que plusieurs
études protéomiques ont été effectuées en condition de déprivation de facteur de croissance afin
d’optimiser le processus d’identification des protéines exosomiales compte tenu la présence
surabondante et interférente de protéines résiduelles provenant du milieu de croissance complet.
Toutefois, la plupart des auteurs n’ont jamais évalué l'incidence d’apoptose associée a la

déprivation de facteur de croissance dans leur modéle d’étude in vitro.

Biogénése des exosomes

L’orientation topographique membranaire des exosomes est similaire a la membrane plasmique et
contient plusieurs protéines membranaires associées aux MVBs, reflétant ainsi I'origine endocytaire
des exosomes (349). Durant la maturation des endosomes, une invagination de leur membrane
permet de générer des vésicules intraluminales (ILV) caractérisant les MVB. Ces ILV sont
nommées exosomes lorsque les MVB fusionnent avec la membrane plasmique afin de relarger leur
contenu intraluminal dans le milieu extracellulaire. La formation des ILV serait le reflet d’un
processus régulé et nécessite des lipides et des protéines et dans certains cas, la machinerie
ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) serait requise. Les complexes | et llI
ESCRT sont requis pour le bourgeonnement et le chargement des protéines dans les ILV destinées
a la dégradation lysosomiale. Un processus d’ubiquitination serait requis pour le chargement des
protéines dans les ILV. TSG101 et Alix appartenant aux complexes ESCRT 1 et Il seraient des
candidats potentiels du mécanisme de chargement. TSG101 servirait de protéine interactionnelle
ubiquitinée permettant de lier les cargos ubiquitinés dans les ILV (325). Cette voie est
habituellement destinée a la dégradation lysosomiale via la fusion des MVB avec les lysosomes
(350). Toutefois, il existe des mécanismes indépendants de [I'ubiquitination associés au
chargement des protéines dans les ILV (351). Certains auteurs suggerent que les protéines
tetraspanines enrichies dans les exosomes ne nécessitant pas d’ubiquitination participeraient a

linvagination de la membrane endosomale compte tenu leur particularité de former des
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microdomaines similaires aux radeaux lipidiques (352). De plus, leur tendance a lier différents

types de protéines leur permettrait de cibler certaines protéines dans les ILV (353).

Différentes populations de MVB existent au sein d’'une méme cellule et auraient 3 destins différents
selon une composition lipidique et protéique distincte. La voie classique des MVB serait associée a
la dégradation lysosomiale (Figure 26C) tandis que certains MVB serviraient au transport
rétrograde permettant de redistribuer des protéines a la membrane plasmique. D’autres MVB
favoriseraient un processus de fusion avec la membrane plasmique permettant de sécréter les
exosomes dans le milieu extracellulaire. Il a été suggéré que les MVB riches en cholestérol
fusionneraient préférentiellement avec la membrane plasmique (354). Parallelement, des études
effectuées sur le récepteur de la transferrine ont démontré que la distribution de ce récepteur est
associée a une population distincte de MVB (355). Toutefois, les mécanismes associés a cette
ségrégation particuliere des MVB demeurent inconnus. L’activité fusionnelle des MVB, la rapidité
avec laquelle cela se produit ainsi que le manque de marqueurs spécifiques des MVB rend difficile

d’évaluer les différentes populations de MVB.
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Figure 26: La biogénése et les différents destins des MVB. Reproduit de (349) avec la permission de

Oxford University Press, Copyright 2006.
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Légende : Biogénése des exosomes. A : A la membrane limitante des MVB, plusieurs mécanismes agissent
conjointement afin de permettre le triage de protéines transmembranaires, chaperones, protéines associées a
des membranes ou cytosoliques dans la formation des ILVs. B : La présence de plusieurs mécanismes de
sélection pourrait générer une population hétérogéne de ILVs au sein d’'un seul MVB en agissant séparément
sur différents mécanismes de la membrane limitante. C: Les MVB recevant des lipides et des protéines
provenant des voies endocytaire et biosynthétique peuvent générer des sous populations de MVB dont leur
composition leur conférent différents destins : (1) fusion inverse des ILVs avec la membrane limitante. Durant
ce processus, les molécules préalablement séquestrées sur les ILVs sont recyclées a la membrane limitante et
dans le cytosol. Des changements de la composition de la membrane limitante peuvent étre responsables
d’une ‘tubulation’ permettant I'expression a la membrane plasmique de protéines endosomales. (2) Des
mécanismes inconnus pourraient mener les MVB vers la membrane plasmique ou des protéines telles que
SNAREs et les synaptogamines pourraient permettre leur fusion et le relargage conséquent des ILVs dans
I'espace extracellulaire sous la forme d’exosome. (3) De fagon similaire, la composition de la membrane
limitante pourrait préférentiellement induire la fusion des MVB avec les lysosomes menant a la dégradation

des molécules empaquetées dans les ILVs.



137

Composition moléculaire des exosomes

Les exosomes peuvent contenir différents cargos : des protéines, des lipides, des miRNA et mRNA
et des protéines infectieuses incluant les prions. Par exemple, 1300 mRNA ont été identifiés dans
des exosomes de souris et humains et le transfert de miRNA murins dans des cellules humaines
mammaires résulte en une synthése protéique de novo de ces transcrits (356). La composition des

carbohydrates des exosomes n’a pas encore été révélée.

Compte tenu de leur origine endocytaire, les exosomes contiennent des ‘protéines exosomiales
classiques’ représentant la machinerie protéique commune a la plupart des exosomes isolés de
différents types cellulaires ou de fluides biologiques. En fait, il existe une banque de données
nommée ExoCarta disponible sur l'internet regroupant 75 études protéomiques effectuées sur des
préparation exosomiales (357). Cette banque recense a la fois les protéines et les ARN identifiés
dans ces préparations et elle s’avere utile afin de déterminer les protéines exosomiales dites
‘classiques’. Par exemple, TSG101, Alix, MHC Class Il, MFGES8, GDI2, HSP90-c, Annexin V,
EEF1A1 et la famille des Small GTPase (Rab) sont retrouvées dans plus de 7 analyses
protéomiques exosomiales sur un total de 19 comptabilisées dans la banque de données ExoCarta.
D’autres familles de protéines sont communément retrouvées dans les préparations exosomiales
(347). Les protéines exosomiales retrouvées dans le surnageant des cellules apoptotiques de notre

systéme sont schématisées a la figure 27.
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Figure 27 : Schématisation des protéines exosomiales identifiées dans le SSC-apo seulement par

spectrométrie de masse en tandem. Générée par I.S.
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Il a été proposé que certaines protéines retrouvées dans les exosomes puissent étre spécifiques a
certains types cellulaires, leur conférant ainsi un intérét particulier concernant leurs fonctions
potentielles (326). Par exemple, les exosomes issus de cellules hématopoiétiques ont davantage
de protéines associées a la présentation d’antigénes (HLA-DR, CD2, CD37, CD45, CD53, CD86).
Les cellules tumorales sécretent aussi des protéines associées aux exosomes de maniére
spécifique : Ephrin-B1 (cancer colorectal); MUC18 (mélanome); ERBB2 (cancers du sein et de
I'ovaire), FasL (cancer de la prostate, colorectal, ovaire, mélanome); Gag polyprotein, (HIV-infected
monocytes-derived macrophages); Major prion protein precursor and scrapie (Prions-infected Rov
and Mov cells). J’ajouterais aussi, compte tenu les résultats démontrés dans I'article principal, que
I'’environnement et les conditions cellulaires puissent aussi influencer le contenu exosomial de
différents types cellulaires. Par exemple, TCTP est exporté durant I'apoptose endothéliale mais il

ne figure pas dans la banque d’Exocarta malgré que les mécanismes de sécrétion de TCTP via les
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exosomes aient été indubitablement décrits. Par conséquent, il est possible que la sécrétion de
certaines protéines associées aux exosomes refletent davantage un changement d’état de la
cellule. Cet aspect est documenté dans les exosomes issus de cellules tumorales ayant subi un
stress thermique (358). Ces exosomes contiennent davantage de protéines chaperones que les
exosomes issus de cellules tumorales non stressées. Compte tenu qu’il existe peu d’études
comparatives de sécrétomes, il demeure difficile, mis a par les travaux de cette theése, de valider

cette hypothése.

Mécanismes d’interaction des exosomes avec les cellules cibles

3 mécanismes ont été proposés concernant les mécanismes de communication intercellulaire
initiés par les exosomes tel qu'illustré a la figure 26 (347). Les protéines membranaires distribuées
a la surface des exosomes pourraient initialiser une signalisation juxtacrine avec les cellules
environnantes (Figure 28 A). De plus, des protéases présentes dans le milieu extracellulaire
pourraient générer le clivage d’ectodomaines présents a la surface extracellulaire des protéines
membranaires exosomiales. Cette modification initierait une signalisation avec les cellules
adjacentes (Figure 28 B). Finalement, les exosomes pourraient étre endocytosés par les cellules
cibles permettant ainsi de transférer leurs cargos (Figure 28 C). Malgré que les exosomes
semblent étre des entités vésiculaires stables dans le milieu extracellulaire, certains auteurs ont
suggéré que les exosomes puissent se désintégrer dans le milieu extracellulaire, libérant ainsi les
cargos retrouvés dans la lumiére exosomiale. Par contre, compte tenu que les exosomes ont été
identifiés morphologiquement et biochimiquement dans différents fluides biologiques (acscites,
plasma et urine), et qu’ils puissent étre résistant a un processus de congélation, la possibilité qu’ils

se désintegrent in vivo semble peu probable.
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Figure 28: Mécanismes potentiels de communication intercellulaire des exosomes. Reproduit de (347)

avec la permission de Elsevier.
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Légende : Mécanismes potentiels relatifs a la communication intercellulaire médiée par les exosomes. A.
Des protéines membranaires exosomiales peuvent interagir avec des récepteurs d’une cellule cible et activent
une signalisation intracellulaire (de maniére juxtacrine). B. Des protéines membranaires exosomiales peuvent
étre clivées par des protéases dans I'espace extracellulaire. Les fragments clivés peuvent ensuite agir a titre
de ligand soluble se liant avec un récepteur de la cellule cible. En retour, ce mécanisme active une cascade
de signalisation a l'intérieur de la cellule. C. Les exosomes peuvent aussi fusionner avec la membrane de la
cellule cible et libérer leur contenu a lintérieur de la cellule cible de maniére non spécifique. La surface
membranaire de la cellule cible en retour peut étre modifiée par I'addition de nouveaux récepteurs
membranaires provenant de la membrane exosomiale ainsi que de différentes compositions lipidiques. Des
molécules exosomiales (protéine, mRNA et miRNA) peuvent activer une multitude d’événements signalétiques

chez les cellules cibles.

Activités biologiques des exosomes

A ce jour, la caractérisation des réles fonctionnels des exosomes demeure un défi académique
majeur. Les exosomes auraient des rbles antagonistes dépendamment des stimuli
environnementaux que la cellule sécrétant les exosomes expérimente. Des conditions de stress

pourraient modifier la composition exosomiale afin de permettre aux cellules environnantes de
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s’adapter aux changements rencontrés (290). De plus, durant la maturation des érythrocytes, les
exosomes permettent d’exporter le récepteur de la transferrine. Cela permet aux cellules de se
débarrasser des récepteurs obsolétes participant ainsi a la terminaison du processus de
différentiation (344). Initialement, les exosomes étaient considérés a titre de vidangeurs cellulaires
permettant de se débarrasser des protéines désuétes (359). Or, les exosomes transférent aussi du
matériel moléculaire de maniére paracrine, suggérant que leurs activités puissent étre
fonctionnellement importantes dans différents contextes donnés. Par exemple, les exosomes
transportent et transférent des agents infectieux incluant les prions et les particules du HIV-1. Les
exosomes contenant le PrPscrapie, soit la forme pathogéne des prions, sont infectieux et peuvent
représenter un moyen d’interchanger du matériel infectieux aux cellules saines sans étre éliminé
par le systéme immunitaire (360-362). Parallélement, les macrophages accumulent des particules
HIV-1 dans leurs MVB. Selon 'hypothése ‘Trojan’, le rétrovirus HIV dans les cellules infectées peut
bourgeonner des cellules infectées via la voie exosomiale permettant ainsi de ‘cacher’ ses cargos
infectieux et d’infecter les cellules saines environnantes (363-365). Finalement, compte tenu le rble
potentiel des exosomes a moduler différentes réponses immunitaires, les exosomes ont été la proie

des immunologistes.

Activités immunomodulatrices des exosomes

La particularité des exosomes de transporter du matériel antigénique et des peptides associés aux
complexes du CMH a soulevé beaucoup d’enthousiasme concernant leur réle potentiel a titre
d'immunomodulateur.  Les exosomes sécrétés par différents types cellulaires pourraient
représenter une source exogene d’antigénes pour les APC (290). Par exemple, les exosomes
purifiés de surnageant de cellules tumorales en culture ou provenant de liquides ascites de patients
ayant des tumeurs contiennent des antigénes tumoraux. Ces antigénes tumoraux initient une
réponse cellulaire T spécifique mais requiert la présence de cellules dendritiques (CD) n’ayant
jamais rencontré cet antigéne afin d’assurer cette activation lymphocytaire (366). Dans cet optique,

eme

les CD fournissent le 2 signal habituellement requis pour le processus de présentation

d’antigénes directe ou indirecte.

Compte tenu que les exosomes issus de pratiquement n'importe quelle cellule ont du CMH de
classe | fonctionnel a leur surface, ceci suggére qu’ils puissent activer les lymphocytes CD8". In
vitro, suivant une présentation directe d’antigenes, les exosomes peuvent solliciter une réponse
CD8"* mais seulement en présence de CD. Parallélement, les exosomes issus des APC incluant les

CD, contiennent beaucoup de molécules associées aux CMH de classe Il ayant le potentiel
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d’activer une réponse lymphocytaire T CD4" (367). De plus, les molécules du CMH de classe |l
originent de la voie endocytaire tardive, tout comme les exosomes, pouvant justifier leur présence

au sein de ces nanovésicules.

Les exosomes ont aussi des réles immunomodulateurs indépendants du processus de présentation
d’antigéne. lIs partagent des activités a la fois immunosuppressive, anti-tumorale et activatrice de
la réponse immunitaire. Par exemple, les exosomes et les microparticules provenant de lignées
cellulaires tumorales peuvent induire I'apoptose des cellules T en activant la voie extrinseque via le
récepteur FasL (368, 369). Finalement, les exosomes issus de cellules tumorales ont des fonctions
immunitaires activatrices seulement lorsqu’elles ont subi des conditions de stress. Les exosomes
issus de cellules tumorales ayant subi un stress thermique sécrétent davantage de HSP70 présent

a la surface exosomiale et favorise la migration et I'activité cytolytique des cellules NK (358).

Immunologie vésiculaire, cellules apoptotiques et transplantation

Un nouveau défi dans le domaine de la transplantation consiste a instaurer un état de tolérance du
receveur envers le futur greffon transplanté. L’idée repose sur le fait que les CD sont des APC
professionnels capables de présenter des alloantigeénes provenant du greffon aux cellules T du
récipient afin d’'induire une réponse de rejet. Toutefois, les CD participent aussi a I'induction et la
maintenance d’'un processus de tolérance des cellules T, dépendamment de I'état de maturation
des CD (313, 370). En absence de stress initial, les CD sont initialement immatures et n’induisent
pas de réponse allogénique. Ainsi, différentes approches ont été envisagées afin d’injecter des
alloantigénes d’'un donneur a un receveur potentiel avant la transplantation afin d’induire un

phénomene de tolérance lors de la greffe (371) (372).

Les CD phagocytent les cellules apoptotiques et migrent vers les organes lymphoides afin de
présenter leur contenu aux cellules T naives. Une des approches utilisées afin d’'induire un état de
tolérance consiste a injecter des leucocytes du donneur auxquels on a induit 'apoptose afin qu’ils
soient phagocytés par les CD immatures du receveur (373). Cette prémisse s’appuie sur le fait que
les cellules apoptotiques précoces semblent inhiber I'activation des CD en diminuant I'activité
transcriptionnelle et la sécrétion de cytokines pro inflammatoires (374, 375). De cette fagon, les
alloantigénes issus des cellules apoptotiques sont présentés en absence de stress associé a la
greffe permettant d’induire une tolérance sans créer de réponse immunitaire future et délétere pour
le greffon. Une autre approche consiste a injecter de maniére intraveineuse des exosomes dérivés

des APC du donneur. Ce principe repose sur le fait que les exosomes peuvent transporter du
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matériel allogénique et le présenter aux cellules du receveur tel que discuté précédemment. Ainsi,
les exosomes dérivés des APC du donneur injectés au receveur avant la transplantation permettrait
d’induire une tolérance associée a une diminution de I'incidence de rejet chronique dans différents

modeles de transplantation in vivo (376, 377).

La sécrétion de médiateurs via la voie exosomiale offre plusieurs avantages afin de propager une
communication intercellulaire efficace. Ce type de transport permet entre autre de stabiliser les
messagers dans un milieu extracellulaire abondant de protéases et de cellules immunitaires
pouvant les intercepter. De plus, ce transport permet de signaliser sur une longue distance via la
circulation sanguine. Finalement, la voie exosomiale pourrait permettre de délivrer un messager a
un type cellulaire spécifique en arborant a la surface des nanovésicules des molécules permettant
une reconnaissance spécifique par les cellules cibles. Ainsi, il semble logique que I'apoptose
endothéliale associée au développement de la VG puisse étre un événement clé permettant de
générer des médiateurs nanovésiculaires stables afin de promouvoir des activités de réparation des

cellules du mur vasculaire.

La plupart des fonctions associées aux exosomes ont été investiguées d’un point de vue
immunologique. De plus, les fonctions de base des nanovésicules libérées par les cellules saines
nous sont encore inconnues. En connaissant la composition moléculaire des cargos de ces
nanovésicules, il serait intéressant de voir si, a I'état cellulaire normal, leurs fonctions sont similaires

ou différentes des nanovésicules générées pendant un processus d’apoptose.

Mis a part leur réle potentiel dans la présentation d’antigénes provenant du greffon aux cellules
APC de I'héte dans un contexte de transplantation, les travaux issus du présent projet suggérent
qu’ils puissent aussi participer a accentuer le remodelage vasculaire pathologique associé a la VG.
Il n’est pas exclu que différentes populations d’exosomes puissent assumer différentes fonctions
associées au rejet chronique. |l serait intéressant d’évaluer si les exosomes issus spécifiquement
de cellules endothéliales apoptotiques favorisent le processus de présentation d’alloantigenes ou
s'ils sont seulement associés a des mécanismes de réparation vasculaire. Somme toute, le fait que
I'apoptose endothéliale initie la production de médiateurs anti-apoptotiques via la voie exosomiale
ajoute une nouvelle fonction non immunologique aux exosomes et démontre l'importance de
I'apoptose endothéliale dans le développement de la VG. Dans un futur rapproché, I'utilisation de
ces nanovésicules a titre de bio marqueur de la réparation vasculaire nous permettra peut-étre

d’assurer un suivi adéquat des différentes manifestations vasculaires associées au rejet chronique
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et de développer des approches pharmacologiques afin de réduire cette activité de réparation

chronique.
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Chapitre 3 - Activités biologiques des Signaux Post

Mortem (SPM) de I'apoptose endothéliale

Le but ultime de ce projet consistait a identifier des médiateurs libérés par I'endothélium
apoptotique dont les fonctions connues pourraient potentiellement étre associées au remodelage
vasculaire pathologique caractérisant la VG et I'athérosclérose native. En lien avec I'hypothése de
réponse a linsulte, nous recherchions des médiateurs appartenant a 'un des quatre groupes
suivant : 1) facteurs anti-apoptotiques, 2) facteurs fibrogéniques; 3) protéases impliquées dans la
dégradation de la MEC et 4) des fragments de la MEC. Voici un résumé des médiateurs que nous

avons biologiquement caractérisés et pertinents au remodelage vasculaire.

1) Médiateurs anti-apoptotiques

TCTP associé aux nanovésicules de type exosomial

Notre approche s’est révélée tres efficace pour lidentification de facteurs anti-apoptotiques
pertinents au remodelage vasculaire pathologique. Dans un premier temps, nous avons caractérisé
I’activité biologique anti-apoptotique de TCTP sécrété via des nanovésicules de type exosomial,
ouvrant ainsi une nouvelle avenue fonctionnelle associée a ces nanovésicules. TCTP a été décrit
initialement par le groupe de Brawerman qui avait identifi€ TCTP dans une tumeur acidique murine
(378-381). Par la suite, plusieurs études ont décrit TCTP dans différents contextes lui conférant
differents noms incluant IgE-dependent histamine-releasing factor et fortilin. Ses fonctions
intracellulaires semblent étre diverses; TCTP peut agir a titre de protéines stabilisant les
microtubules (382), il peut aussi étre anti-apoptotique en s’associant a des protéines pro-
apoptotiques (383), et il influence la traduction protéique a titre de ‘guanine nucléotide dissociation
inhibitor’ (384). En ce qui a trait a ses fonctions extracellulaires, la mieux caractérisée avant la
publication de ces travaux repose sur sa capacité de sécrétagogue pour les basophiles (385).
TCTP isolé de lavages bronchiques de patients atteints d’'une pneumonie éosinophilique est
capable de sensibiliser les basophiles a sécréter IL-4 et IL-13 (386). De plus, TCTP a été identifié
dans les lavages nasaux de patients allergiques. Les travaux présentés dans cette thése sont les

premiers a décrire une fonction extracellulaire anti-apoptotique paracrine de TCTP.
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A ce jour, aucun récepteur pour TCTP n’a été décrit. Par contre, plusieurs observations me
permettent de proposer que TCTP pourrait interagir avec un récepteur membranaire des CML. En
premier lieu, nous avons démontré par microscopie électronique que TCTP est présent a la surface
des exosomes et dans les MVB (Figure 3d de I'article principal). Un fait intéressant est que TCTP
ne posséde pas de signal de sécrétion, suggérant qu’il doit étre stabilisé a la membrane via des
interactions avec d’autres protéines. Un autre point important est que les nanovésicules issues de
CE apoptotiques dont I'expression de TCTP a été invalidée a l'aide d’ARN d’interférence, ne
protégent pas contre I'apoptose des CML. Parallelement, I'activité des surnageants déplétés des
nanovésicules (siRNA TCTP et siRNA Ctrl) ne démontre pas d’activité différentielle (Figure 4c. de
I’article principal), démontrant la nécessité que TCTP doit étre sécrété via des nanovésicules dans
notre systeme. Nous avons aussi démontré a 'aide d’'un recombinant TCTP soluble que celui-ci
protége I'apoptose des CML via I'activation de la voie ERK1/2, suggérant que TCTP doit activer un
récepteur membranaire des CML. Alors, quelles sont les protéines permettant de stabiliser TCTP a

la surface des nanovésicules ?

Premiérement, d’aprés nos résultats, TCTP semble former des oligomeéres (Figure 3C de l'article
principal). Cette observation est corrélée avec des études récentes ayant démontré que
I’oligomérisation de TCTP est nécessaire a son activité extracellulaire de sécrétagogue (295). Par
conséquent, I'oligomérisation de TCTP a la surface des nanovésicules pourrait lui conférer une
certaine stabilité dans le milieu extracellulaire. Ceci pourrait lui permettrait d’activer de fagon plus
efficace un récepteur membranaire X tel que fréquemment observé pour différents ligands
extracellulaires. Par exemple, FGF1 doit oligomériser de maniére covalente afin d’étre exporté et

induire une activité extracellulaire angiogénique (387).

Un deuxieme candidat potentiel permettant de stabiliser TCTP a la surface des nanovésicules est
TSAP6. TSAPS6 est une protéine membranaire retrouvée dans les exosomes qui régule et interagit
avec TCTP (293, 388). De plus, des résultats préliminaires issus d’'une analyse protéomique de la
fraction exosomiale du SSC-apo a révélé la présence de TSAP6. Un autre fait intéressant est que
TSAPG6 est enrichi dans le SSC-apo selon la méme cinétique que TCTP et TSG101 (Figure 29 A).
Finalement, des résultats préliminaires d'immunodéplétion (Figure 29 B et C) suggérent que TSAP6

+ve

et TCTP pourraient former un complexe au sein des nanovésicules TCTP ™.
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Figure 29: TSAP6 et TSG101 et leurs interactions avec TCTP dans le SSC-apo.
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Légende : A) Présence de TSAP6 dans un volume équivalent de surnageant de CE apoptotiques incubées
dans du milieu sans sérum SS de 1 a 4 hres. Les SSC correspondants ont été isolés et précipités au TCA afin
de procéder aux analyses d'immunobuvardages dirigées contre TSAP6. Représentatif de 2 expériences. B)
Des expériences préliminaires d’immunodéplétion révélent une interaction potentielle entre TSAP6 et TCTP.
En immunodéplétant TSAP6 dans un volume équivalent de SSC, on diminue les niveaux détectables de TCTP
comparativement a I'lP contr6le. Inversement, en immunodéplétant TCTP, on diminue aussi les niveaux de
TSAP6. C) L’invalidation de TCTP dans les CE par siRNA diminue les niveaux de TSG101 dans le milieu
conditionné produit par les CE apoptotiques. Dans un volume équivalent de SSC, les niveaux de TSG101 ont
été évalués par immunobuvardage (duplicata) dans les SSC produits par les CE apoptotiques invalidées pour
I'expression de TCTP (SSC siRNA TCTP) et comparés au siRNA contréle (SSC siRNA Ctrl). Travaux non

publiés et générés par I.S. dans le laboratoire du Dre Marie-Josée Hébert en 2008.

Une 3°™ possibilité permettant de stabiliser TCTP implique la protéine exosomiale TSG101. Ce
facteur est impliqué dans le chargement des protéines dans les ILVs des MVB. TSG101 est

ubiquitiné et cette modification post-traductionnelle permettrait de lier des cargos eux aussi
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ubiquitinés et de les charger dans les ILVs des MVBs. Ainsi, il est possible que les formes de haut
poids moléculaire de TCTP puissent représenter des modifications post-traductionnelles de TCTP,
incluant l'ubiquitination. De plus, il a été proposé que I'ubiquitination des protéines chargées dans
les nanovésicules des MVB puissent servir de signal de localisation dans les MVB. Des résultats
préliminaires suggerent une interaction potentielle entre TCTP et TSG101 dans le surnageant des
CE apoptotiques. Le milieu conditionné par des CE apoptotiques invalidées pour I'expression de
TCTP montre une diminution significative de la présence de TSG101 (Figure 29 C). Par
conséquent, les possibilités expliquant cette diminution sont soit que TCTP régule directement la
formation des nanovésicules dans les MVBs, soit que TSG101 est lié avec TCTP et I'absence de

TCTP diminue la présence de TSG101 dans le milieu extracellulaire.

Figure 30 : Schématisation des partenaires potentiels de TCTP a la surface des nanovésicules issues

de I'apoptose endothéliale. Se référer au texte pour la description de ce schéma. Générée par I.S.
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En résumé, TCTP semble interagir avec plusieurs protéines associées aux exosomes lui permettant
probablement ainsi soit d’activer directement un récepteur membranaire des CML soit de favoriser
I’endocytose des nanovésicules par les CML afin de promouvoir de maniére paracrine I'inhibition de

I’'apoptose (Figure 30).

EGF
L'importance de EGF a titre de facteur anti-apoptotique actif chez les MSC a été démontré suivant
son identification dans la sécrétion des CE apoptotiques (285). L'étude de EGF f(it priorisée parmi

d’autres facteurs compte tenu qu'il était le seul facteur de croissance dont I'identification avait été
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confirmée par 2 de nos 3 approches MSMS. EGF coopére avec un fragment du perlecan, le LG3,
que le laboratoire a caractérisé auparavant (281, 283) afin d’activer la voie ERK 1-2 dans les MSC
soumises a un stress apoptotique, récapitulant ainsi des évenements associés a la VG et a

I'athérosclérose native.

2) Protéases et dégradation de la MEC

La dégradation de la MEC par différentes métalloprotéinases matricielles (MMP et ADAMs) durant
le remodelage vasculaire représente une étape importante permettant la migration cellulaire et la
génération de facteurs bioactifs permettant la prolifération des CML. Nous avons démontré que
différentes protéases sont enrichies dans le milieu conditionné par les CE apoptotiques dont
ADAM17, Cathepsin L, ADAMTS4, SPUVE et t-PA (284). Un fait intéressant est que ADAM17 est
retrouvé dans les MVB ainsi que dans des préparations exosomiales, suggérant que ce médiateur
pourrait emprunter une voie non classique de sécrétion de type exosomial. Finalement, nous avons
démontré que la Cathepsin L est sécrétée spécifiquement suivant I'activation de la caspase-3. La
Cathepsin L contribue a la protéolyse du perlecan afin de générer un fragment bioactif, le LGS,
ayant des propriétés anti-apoptotiques chez les CML et les MSC (281, 284, 285). De maniére
analogue a ADAM17, la Cathepsin L a été localisée dans les MVB de fibroblastes fusionnant avec
la membrane plasmique, ajoutant ainsi des évidences que ce médiateur pourrait aussi étre sécrété

via la voie exosomiale (389).

Finalement, I'identification de composantes de la MEC dans le sécrétome des CE apoptotiques
s’est avérée peu fructueuse. En fait, 'approche protéomique nécessite une étape de digestion a
I'aide de la trypsine afin de générer des peptides ionisables durant le processus d’ionisation en
spray. Or, selon notre hypothése que la MEC est dégradée durant I'apoptose, la digestion partielle

eme

des fragments de la MEC avant de procéder a une 2 étape de digestion complexifiait davantage
I'identification des fragments de la MEC. Par conséquent, nous n‘avons pas été en mesure
d’identifier des composantes de la MEC dégradée durant 'apoptose selon nos criteres de sélection

du Table 1 de larticle principal.

3) CTGF a titre de médiateur fibrogénique

Aucune protéine ayant des fonctions fibrogéniques connues n’a été identifiée selon nos criteres
initiaux. Cet aspect était surprenant compte tenu que le Dr Patrick Laplante dans notre laboratoire
avait démontré que le milieu conditionné par les CE apoptotiques induisait la différenciation

myofibroblastique de maniére TGF-p indépendante (282). Or, en modifiant nos criteres de
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sélection, nous avons identifi¢ CTGF avec un ratio d’abondance 2.5x plus élevé dans le SSC-apo
comparativement au SSC-no-apo (286). Des analyses d'immunobuvardages ont permis de valider
cette différence d’abondance entre le SSC-apo et le SSC-no-apo. De plus, nous avons démontré
que l'activation de la caspase-3 régule la sécrétion de CTGF, tout comme TCTP et la Cathepsin L.
L’importance de CTGF in vivo concernant sa participation dans la réponse fibrogénique dermique a
été démontrée dans un modele murin par le Dr Patrick Laplante (286). CTGF possede un signal
peptidique mais ses mécanismes de sécrétion ne sont pas encore connus. Des résultats
préliminaires issus d’analyses protéomiques effectuées directement sur la préparation exosomiale
du SSC-apo ont révélé la présence de CTGF. Par conséquent, il est possible que la sécrétion de

ce facteur soit reliée a des modes de sécrétion classique et non classique.

En résumé, notre approche protéomique nous a permis de caractériser différentes fonctions du
sécrétome des CE apoptotiques pertinentes au contexte de réparation vasculaire. Tel que discuté
dans lintroduction de cette thése, les mécanismes de réparation vasculaire sont initialement
bénéfiques et leurs actions pathologiques sont conséquentes a la persistance d’un stress
apoptotique chronique. De maniére intéressante, notre approche protéomique n’a pas révélé la
présence de cytokines suggérant que I'apoptose endothéliale favorise davantage des processus de

réparation vasculaire que I'activation de la réponse immunitaire.

Compte tenu que 'apoptose et I'activation de la caspase 3 initient aussi la sécrétion de médiateurs
impliqués dans l'inhibition de la réponse inflammatoire via la régulation du trafic leucocytaire (279,
280, 314, 315), je propose que la phase effectrice de I'apoptose génére et régule la production de
signaux post mortem (SPM) de nature diversifiée (soluble, microparitculaire et nanovésiculaire) dont
leurs actions ‘apres la mort; post mortem’ permettent d’engendrer une réponse multifonctionnelle et
intercellulaire régulant la réparation et le remodelage vasculaires (Tableau 3). Selon cette
définition, les corps apoptotiques sont aussi des SPM compte tenu qu’ils sont générés durant
I'apoptose et qu’ils participent au ‘homing’ des EPC des CML aux sites d’insultes (337).
Parallelement, les microparticules peuvent aussi étre catégorisées a titre de SPM. Elles participent
fonctionnellement a I'état pro-coagulant de I'endothélium apoptotique, représentant un mécanisme
additionnel de communication intercellulaire généré durant I'apoptose endothéliale visant la

réparation de I'endothélium stressé.



Tableau 3: Les signaux post mortem (SPM) de I'apoptose et leurs fonctions associées au trafic

leucocytaire et au remodelage vasculaire pathologique. Généré par I.S.

Type SPM Fonctions biologiques | Type de cellules Conséquences
cellulaire (Signaux post mortem) cibles
apoptotique
Fonctions associées au trafic leucocytaire
Burkitt Lactoferrin “Don't eat me” signal Neutrophiles
Lymphoma Inhibe la migration
Tous les “Eat me” signal
types Phosphatidylserine (PS) a la Reconnaissance et Inhibition de la réponse
ype: surface extracellulaire phagocytose des corps inflammatoire et
cellulaires apoptotiques |l
Monocytes ellmg'nagotr;tci:ieusezorps
HT29-Cos7- | Lysophosphatidylcholine “Come here” signals Macrophages poptotiq
MCF7-L929 | (LPC) professionnels
- Migration
Lymphocytes | Fractalkine
MCF7
Fonctions associées a la réparation vasculaire
Solubles: LG3, EGF Anti-apoptotique CML et MSC
Nanovésculaire: CML et Epaississement
Nanovésicules TCTP+¢ de fibroblastes myo-intimal
type exosomial
Endothélium | gojuple et/ou Fibrogénique Fibroblastes Différenciation
vasculaire | nanovésiculaire : CTGF myofibroblastique
Corps apoptotiques ‘Homing’ EPC et CML Ré-endothélialisation
Microparticules Pro-coagulant Plaquettes Epaississement myo-
intimal

151

Autres médiateurs issus de I'apoptose endothéliale pertinents au
remodelage vasculaire

A laide d’'une revue de la littérature, les médiateurs présents dans les tableaux 1 et 2 de I'article
principal et décrits dans les paragraphes suivants nous indiquent que le testament protéique et
vésiculaire de I'apoptose regorge d’informations pertinentes relatives aux réles des nanovésicules
dans la communication intercellulaire du mur vasculaire. En plus des SPM que nous avons
identifiés et fonctionnellement caractérisés, notre approche protéomique non biaisée a permis
d’identifier au moins quatre SPM ayant des fonctions pertinentes au remodelage vasculaire :
phospholipase A2 groupe 11D (PLA2G2D), tissue plasminogen activator (tPA), heat shock protein 90
alpha (HSP90-0) et low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1). L’approche
protéomique utilisée dans ce projet offre un bel exemple d’hypothéses générées a partir de
données obtenues a l'aide de quelques expériences générant des quantités impressionnantes

d’informations.
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Phospholipase A2, groupliD (PLA2G2D)
PLA2G2D appartient a la famille de phospholipases sécrétées (sPLA,) catalysant I'hydrolyse de

glycérophospholipides membranaires permettant de libérer des acides gras et des
lysophospholipides (390). De maniére intéressante, sSPLA2A2, une autre phospholipase sécrétée,
a récemment été démontrée a titre de biomarqueur et de médiateur déterminant dans l'initiation et
la progression de 'athérosclérose, démontrant une pertinence évidente dans le contexte d’étude de
ce projet (391-393). En plus de leur participation enzymatique dans le transport inverse du
cholestérol, les sPLAs lient une panoplie de ligands extracellulaires incluant des intégrines, des
protéoglycans de type heparan sulfate, des facteurs de coagulation qui régulent l'inflammation et
I'activation du systéme immunitaire (390). Un point trés intéressant est qu’il a été démontré que
I'activation de la caspase-3 induit I'activation de PLA2 cytosolique et celle-ci, en partenariat avec
une sPLA, permettrait de dégrader le lysophosphatidylcholine (LPC), soit un SPM d’origine lipidique
permettant le chimiotactisme des macrophages professionnels afin de phagocytoser les corps
apoptotiques (279). Un point encore plus important est que PLA2DG2 est spécifiquement sécrété
via la voie exosomiale et permet de transférer de maniére intercellulaire des molécules
inflammatoires, incluant les prostaglandines (394). Somme toute, ces différentes observations
nous permettent de proposer que l'apoptose endothéliale et la sécrétion subséquente de
nanovésicules permettent d’initier une communication intercellulaire particulierement pertinente

dans un contexte pathologique de remodelage vasculaire.

Tissue Plaminogen Activator (tPA ou PLAT)

Jusqu’a tout réecemment, on croyait que la fonction unique du tissue plasminogen activator (tPA ou
PLAT) était associée a la protéolyse du plasminogen afin de générer la plasmine nécessaire a la
dissolution des thrombi. Le tPA posséde plusieurs propriétés lui permettant d’étre catégorisé a titre
de cytokine et il partage beaucoup de similarités structurales avec le HFG (hépatocyte growth
factor). Le circuit signalétique de tPA lui conférant le titre de cytokine implique l'interaction d’un
ligand soluble (tPA) avec un récepteur transmembranaire (LRP1), I'activation d’une signalisation
intracellulaire incluant la voie ERK 1/2 et la régulation directe de I’expression d’un géne cible, soit
MMP9 (395). Les 2 seuls récepteurs connus a ce jour pour le tPA sont Annexin Il et le LRP1. De
maniére intéressante, LRP1 est un médiateur que nous avons aussi identifié dans le sécrétome des

CE apoptotiques.
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Le tPA semble participer a différentes pathologies fibrotiques rénales dépendamment de sa
localisation dans le rein (395). Sa fonction protéolytique associée a la plasmin permettrait
d’améliorer les lésions fibrotiques dans les maladies glomérulaires (non associée au remodelage
vasculaire pathologique) (396) tandis que sa fonction a titre de cytokine accentuerait la fibrose
interstitielle rénale associée a la VG et ce, indépendamment de sa fonction protéolytique (397, 398).
De plus, 'augmentation du tPA extracellulaire est associée a un stress d’ischémie reperfusion dans
un modéle rénal d’obstruction urétral unilatéral (399) et le tPA co-localise avec les myofibroblastes
activés exprimant de novo le a-SMA (400). Ces évidences expérimentales soutiennent nos
résultats concernant I'activité fibrogénique partielle du CTGF comparativement au SSC-apo complet
dans le développement de la fibrose. Nos observations suggérent que I'apoptose endothéliale
génere différents médiateurs impliqués dans la fibrose interstitielle, incluant le CTGF et

potentiellement le tPA.

L'étude de souris invalidées pour I'expression du tPA a permis de révéler beaucoup d’informations
concernant le réle du tPA dans le développement de la fibrose interstitielle rénale (399). Le tPA
complexé avec le LRP1 présent a la membrane des fibroblastes rénaux permet d’initier une
réponse fibrogénique précédée d’une activation de la voie MAPK ((Figure 30). L’activation de la
voie MEK1-ERK 1/2 suivant une stimulation avec le tPA permet la transcription et I'expression de
MMP9 (401). En plus d’augmenter I'expression de MMP9, le tPA complexé avec le LRP1 permet
de protéger les fibroblastes et les myofibroblastes contre I'apoptose suivant la phosphorylation de
Bad et linhibition de la voie apoptotique intrinseque (402). Finalement, la phosphorylation
intracellulaire du récepteur LRP1 permettrait d’activer des intégrines 1 et I'activation de ILK-1, qui
de concert avec TGF-pB1, participent a la différentiation myofibroblastique caractérisée par
I’expression de a-SMA et le collagéne de type 1 (400). L’action combinatoire de tPA, LRP1 et
MMP9 permettrait la dégradation de la membrane tubulaire basale du rein nécessaire a la transition
épithéliale-mésenchymale tandis que la survie des myofibroblastes permettrait de perpétrer la
réponse fibrotique.  Finalement, tel que discuté dans les paragraphes suivants, le tPA
extracellulaire peut s’associer a une protéine exosomiale, HSP90-c, formant ainsi des plateformes
signalétiques de nature nanovésiculaire. Ces plateformes permettraient une communication

intercellulaire afin de propager une réponse fibrogénique (Figure 31).
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Figure 31: Le tPA et la réponse fibrogénique. lllustration des travaux provenant de (399) (402).

Générée par L.S.
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HSP90-a est une protéine exosomiale que nous avons identifiée dans le SSC-apo (Table 2 de
I'article principal) et ses multiples interactions connues lui conférent un intérét particulier. D’abord,
HSP90-a. a récemment été démontré a titre de biomarqueur potentiel d’athérosclérose chez les
patients dialysés (403-406). La fonction la plus connue de HSP90-a est attribuable a son activité
de chaperone permettant d’assurer une conformation adéquate de différentes protéines. Un point
intéressant concernant HSP90-a. et notre modéle est que son export extracellulaire a été démontré
dans différents modeéles cellulaires associés a des stress oxydatif, hypoxique et inflammatoire (407-
410). Par exemple, tel qu’illustré dans la Figure 32, les CML exposées a un stress oxydatif
sécrétent abondamment HSP90-a qui de maniére autocrine induit I'activation la voie ERK 1/2 (410).
Malgré que la fonction extracellulaire de HSP90-a était inconnue a I'époque, les auteurs
suggéraient tout de méme que les facteurs libérés par les CML suivant un stress oxydatif (SOXF)

pourraient représenter un mécanisme de survie et de réparation vasculaire.
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Figure 32: HSP90-a est sécrété suivant un stress oxydatif et active la voie ERK 1/2 de maniére

autocrine chez les CML. lllustration des travaux provenant de (410). Générée par I.S.
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HSP90-a exosomial coopere aussi avec le tPA afin de promouvoir la dégradation de la MEC et la
motilité de cellules cancéreuses suivant un stress hypoxique (409) (Figure 33). Suivant le relargage
extracellulaire de tPA via la fusion des WBPs et la membrane plasmique, le tPA s’associe de
maniére extracellulaire aux nanovésicules sécrétées durant le stress cellulaire, incluant HSP90-a,
permettant ainsi de générer des complexes de signalisation pertinents pour la dégradation de la

MEC et le remodelage vasculaire pathologique.

Figure 33 : HSP90-0 exosomial et le tPA coopérent a la dégradation de la MEC, la migration et

envahissement tumoral. lllustration des travaux provenant de (409). Générée par I.S.
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Trois études récentes ont aussi démontré le réle de HSP90-a exosomial dans la migration et la
guérison cellulaire suivant des stress hypoxique et inflammatoire (407, 408, 411). Ainsi, HSP90-a
interagirait de maniére autocrine avec LRP1 suivant un stress hypoxique permettant ainsi la

migration et la guérison tissulaire des fibroblastes (408) (Figure 34).
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Figure 34. HSP90-a exosomial et LRP1 initient, de maniére autocrine, la migration tissulaire suivant

un stress hypoxique. lllustration des travaux provenant de (408). Générée par I.S.
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Finalement, HSP90-a exosomial faciliterait une communication intercellulaire entre les
kératinocytes et les fibroblastes et les HDMEC impliqués dans la 2°™ vague de migration cellulaire
nécessaire au processus de cicatrisation dermique. Suivant un stress inflammatoire, des
exosomes sécrétés par les kératinocytes contenant HSP90-a permettraient d’initier la migration des
fibroblastes et des HDMECs au site d’insulte, via une association avec le récepteur membranaire
LRP1 de ces cellules cibles (Figure 35) (411). Une particularité importante de ces observations est
que l'effet paracrin de HSP90-a. est prépondérant dans un environnement riche en TGF-a qui, en

temps normal, inhibe la migration des fibroblastes et des HDMECs.

Figure 35. Stress inflammatoire et communication intercellulaire via HSP90-a. exosomial et LRP1 sur
les cellules cibles. lllustration des travaux provenant (411). Générée par I.S.
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En résumé, HSP90-o. est une protéine exosomiale permettant l'interaction des nanovésicules
extracellulaires avec différents facteurs solubles ou membranaires favorisant ainsi une

communication intercellulaire impliquée dans la migration cellulaire et la guérison tissulaire. Il ne
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serait pas étonnant que HSP90-a participe a différents mécanismes paracrins impliqués dans le

remodelage vasculaire pathologique.

Low Density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1)

Plusieurs caractéristiques relatives a LRP1 m’ont menées a étudier son réle potentiel dans le
remodelage vasculaire pathologique et a justifier sa présence dans le sécrétome des CE
apoptotiques. LRP1 est une protéine membranaire de type | appartenant a la famille LDLR (low
density lipoprotein receptor) regroupant LDLR, VLDLR, LRP8, MEGF7 (LRP4), LRP1B et LRP2
(412). LRP1 est abondamment exprimé dans les hépatocytes et les macrophages du foie et
participe a l'endocytose et la dégradation de différentes protéines plasmatiques incluant des
facteurs de coagulation activés, des complexes protéases-inhibiteurs et les chylomicrons (412-414).
LRP1 est abondamment exprimé dans le systéme neuronal et des évidences suggérent qu'il puisse
participer dans la transmission synaptique possiblement via une coopération avec le tPA (415-419)
De plus, il a été proposé que la portion cytoplasmique de LRP1 pourrait étre un acteur initial dans
Iinduction de la mort cellulaire induite par un stress ischémique en amont de I'activation de la
caspase-3 (420). LRP1 participerait aussi a la migration cellulaire via la modulation de la
signalisation des intégrines en collaboration avec des composantes de la MEC (421, 422). D’autres
évidences démontrent que LRP1 exprimé par les macrophages favoriserait la phagocytose des
corps apoptotiques (423). Finalement, la distribution de LRP1 est ubiquitaire dans le mur vasculaire
et la délétion de ce géne in vivo a pour effet d’accélérer le développement de I'athérosclérose (412).
Par conséquent, il existe une littérature émergente associée au rble protecteur de LRP1 en réponse

a linsulte.

Une caractéristique trés intéressante concernant LPR1 est reliée au fait qu’il régule négativement la
voie de signalisation PDGF impliquée dans la prolifération des CML et I'épaississement myo-intimal
(418, 424-428). La plupart des expériences démontrant que LRP1 est essentiel a la régulation de
la voie PDGF et a la protection contre le développement de I'athérosclérose reposent sur des
modéles murins ou I'expression génique de LRP1 a été invalidée. Ainsi, en absence de LRP1, la
voie PDGF est maintenue favorisant la migration et la prolifération des CML. Par contre, la

mécanistique moléculaire protectrice de LRP1 n’est toujours pas connue.
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Deux mécanismes ont été proposés afin d’expliquer I'activité protectrice de LRP1 dans ce contexte.
En premier lieu, il a été démontré que la portion extracellulaire de LRP1 lie le PDGF-bb et pourrait
contribuer a diminuer sa disponibilité dans le milieu extracellulaire via 'endocytose de ce complexe
(Figure 34). La deuxiéme possibilité repose sur 'hypothése que LRP1 régule le trafic intracellulaire
et extracellulaire du récepteur PDGF (PDGFRp) une fois que celui-ci est activé par le ligand PDGF-
bb. LRP1 pourrait simplement favoriser I'endocytose du complexe PDGF-bb et de son récepteur et
influencer leur trafic dans la voie endocytaire. Ainsi, les niveaux d’expression du récepteur
PDGFRp pourraient diminuer via sa relocalisation dans la voie de dégradation lysosomiale dirigé
par LRP1 (Figure 34) (425, 428).

Par conséquent, la présence de LRP1 a la membrane cellulaire des CML semble protéger contre
I’épaississement myo-intimal. Toutefois, selon notre hypothése initiale, nous suggérons plutét que
les médiateurs libérés durant I'apoptose endothéliale accentuent le remodelage vasculaire. De
plus, nous avons démontré antérieurement que le SSC-apo a des effets pro-prolifératifs chez les
CML (travaux non publiés). Alors, comment réconcilier la présence de LRP1 dans le SSC-apo et
ses effets potentiellement pro-prolifératifs associés au remodelage vasculaire pathologique?
L'identification de LRP1 et LRP2 dans des préparations exosomiales, leur localisation dans les
MVB et les endosomes, leur enrichissement spécifique dans le sécrétome des CE apoptotiques
(Table 1 de larticle principal) et I'abondance évidente de nanovésicules dans le SSC-apo m’ont
influencé a évaluer I'hypothése que LRP1 puisse étre associé aux nanovésicules issues de
I'apoptose endothéliale suivant une fusion des MVB avec la membrane plasmique. LRP1
exosomial pourrait agir a tire de médiateur pro-prolifératif chez les CML via 'activation paracrine de
la voie PDGF.

La portion extracellulaire de LRP1 peut étre clivée afin de générer un fragment de 515 kDa dont les
sites d’interaction avec ses ligands demeurent fonctionnels, incluant le tPA et le récepteur PDGFR}
(429-431). En lien avec cette observation, les 2 fragments du LRP1 que nous avons identifiés
appartiennent a la portion extracellulaire de LRP1. Deuxiémement, les ADAMs 10 et 17 sont
impliquées dans la protéolyse du fragment extracellulaire de LPR1, tout comme pour L1CAM, une
protéine membranaire exportée via la voie exosomiale que nous avons aussi identifiée dans le
SSC-apo (voir plus loin, Tableau 4 Groupe 1). Ce qui est particulierement intéressant concernant la
génération de L1CAM soluble et exosomial, est qu’il a été démontré que ADAM10 et 17 colocalisent

avec L1CAM dans les MVB. (432). En fait, le clivage de L1CAM aurait lieu a la membrane



159

plasmique et dans les MVB afin de générer deux formes de L1CAM, soluble ou associée aux

exosomes, et redistribuées extracellulairement via la fusion des MVB avec la membrane plasmique.

Ainsi, suivant le méme raisonnement selon lequel 1) LRP1 est présent dans les MVB et les
exosomes; 2) ADAM10 et 17 clivent LRP1, 3) ADAMs 10 et 17 sont présents dans les exosomes et
les MVB et 4) ADAM17 a aussi été identifié dans le SSC-apo, I'apoptose endothéliale pourrait
générer soit une forme soluble de LRP1 (sLRP1), soit favoriser I'export extracellulaire de LRP1
associé aux nanovésicules (LRP1-exo) localisées dans les MVB qui fusionnent avec la membrane
plasmique durant I'apoptose endothéliale. Ce stratéege permettrait de redistribuer LRP1 dans le
milieu extracellulaire ou sa portion extracellulaire pourrait interagir avec un récepteur des CML (par

exemple, PDGFRp et TGF-fR) permettant ainsi de favoriser la prolifération des CML.

Il existe peu d’information concernant I'activité extracellulaire de sLRP1. De maniére intéressante, il
a été démontré que la présence de sLRP1 dans le plasma et dans le surnageant cellulaire est issue
d’un stress ischémique ou inflammatoire (429). De plus, une étude récente a démontré que sLRP1
incubé avec des macrophages initie I'activation de la voie MAPK et la production de molécules
inflammatoires via un récepteur non caractérisé (429). Il a été proposé que sLRP1 interagisse avec
un récepteur différent de LRP1 présent a surface membranaire des cellules cibles, détournant ainsi
la possibilité que sLRP1 bloque Il'activité de LRP1 natif et membranaire. Compte tenu que la
portion extracellulaire de LRP1 membranaire interagit avec le récepteur PDGFRp et que sLRP1
conserve sa capacité a lier ses ligands habituels (418), sLRP1 ou LRP1-exo pourrait directement
activer la voie PDGF via une interaction extracellulaire de PDGFRp présent a la surface des CML.
sLRP1 ou LRP1-exo permettrait de maintenir une activation soutenue de la voie PDGF impliquée
dans la prolifération des CML (Figure 36, encadré). Finalement, LPR1 a récemment été identifié a
titre de récepteur du TGF-f (TGF-RB-V) et pourrait signaliser des événements en amont de
I’activation de la voie PDGF qui est régulée par la voie TGF-g (Figure 36, encadré). Concrétement,
il a été démontré que I'activation de PDGFRp coopére avec la voie TGF-p afin de recruter PISK aux
résidus tyrosines phosphoryles de PDGFRp activé permettant la migration des CML (428). Par
conséquent, il serait envisageable que sLRP1 ou LRP1-exo puisse activer la voie TGF- en amont
de la voie PDGF.
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Figure 36 : Schématisation des mécanismes de signalisation potentielle de sLPR1 ou LRP1-

exo. Se référer au texte pour la description de ce schéma. Générée par I.S.
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Ces aspects nous permettraient de réconcilier la présence de LRP1 dans le sécrétome des CE
apoptotiques et son rdle potentiellement antagoniste a sa fonction intracellulaire athéroprotecteur si

bien décrite dans la littérature.

Il est intéressant de noter que 3 protéines de la famille LRP, i.e. LRP2, LRP8 et MEGF7 ont été
identifiées dans le SSC-apo a l'aide d'une des 3 approches protéomiques que nous avons
effectuées. Certaines fonctions de ces protéines sont similaires a LRP1. Par exemple, LRP2
(Megalin) est un récepteur endocytaire et régule la disponibilité de molécules extracellulaires
signalétiques et MEGF7 aurait un rOle dans le développement (418). Ce dernier a été identifié avec
un ratio de 3.0 x plus élevé dans le SSC-apo que le SSC-no-apo. De plus, MEGF7 a été identifié
par spectrométrie de masse en tandem dans une préparation exosomiale purifiée a partir du SSC-
apo (travaux non publiés). Par conséquent, il est possible, tel que discuté dans le chapitre
précédent, que I'apoptose endothéliale favorise la fusion de différentes populations hétérogénes de
MVB avec la membrane plasmique, incluant des MVB de recyclage, expliquant ainsi la présence de
protéines membranaires dans le SSC-apo. Toutefois, il sera intéressant de voir si cette export
cellulaire a pour but de redistribuer de maniére paracrine des médiateurs pertinents au remodelage
vasculaire ou si cela représente un phénomene généralisé de fusion des MVB hétérogénes avec la

membrane plasmique durant I'apoptose.
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Un dernier point important relatif a LRP1 et le remodelage vasculaire pathologique est que LRP1
présent a la surface des fibroblastes lie le CTGF que nous avons identifié dans le sécrétome des
CE apoptotiques (286). Conséquemment aux arguments proposés relatifs a la sécrétion
exosomiale potentielle de CTGF, ce dernier pourrait soit étre sécrété sous une forme soluble
s'associant par la suite aux nanovésicules sécrétées durant I'apoptose endothéliale, soit étre
directement sécrété dans les nanovésicules arborant HSP90-a a leur surface permettant de lier le
LRP1 membranaire des fibroblastes. Ainsi, les nanovésicules issues de I'apoptose endothéliale
pourraient propager une réponse de réparation vasculaire de nature fibrogénique. Compte tenu le
réle important de LRP1 a titre de récepteur impliqué dans I'endocytose, il ne serait pas étonnant
que LRP1 soit un récepteur commun permettant I'endocytose des nanovésicules endothéliales
(Figure 37).

Figure 37. lllustration des mécanismes paracrins potentiels de CTGF soluble ou exosomial sur la

différenciation myofibroblastique. Générée par I.S.
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En ciblant des fonctions associées au remodelage vasculaire pathologique caractérisant la VG et
I'athérosclérose, notre approche protéomique a permis de mieux définir certains médiateurs
incluant TCTP, EGF, Cathepsin L et le CTGF. En plus de ces médiateurs, nos analyses
protéomiques ont révélé la présence de d’autres médiateurs associés a des voies de sécrétion non
classique incluant PLA2G2D, tPA, HSP90-a et LRP1. Une revue de la littérature a permis de
révéler que lutilisation d’un transport nanovésiculaire semble étre initiée en réponse a des
conditions de stress et peuvent avoir des répercussions cellulaires autocrine et paracrine (Figure

38). Les nombreux exemples illustrés précédemment révelent que les SPM associés aux
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nanovésicules puissent avoir un réle majeur dans différentes fonctions associées autant a la
migration et I'envahissement tumoral qu’a la dégradation de la MEC, a la prolifération des CML et a
la réponse fibrogénique. Compte tenu de I'abondance de protéines membranaires ayant des
ectodomaines impliqués dans une signalisation antagoniste aux protéines natives correspondantes,
il ne serait pas exclu que l'apoptose permette de redistribuer et de moduler I'activité de ces

protéines afin qu’elles puissent favoriser un environnement de réparation en réponse au stress.
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Figure 38 : lllustration récapitulative des SPM générés durant 'apoptose endothéliale et leurs activités
biologiques sur les composantes cellulaires du mur vasculaire. Générée par I.S.
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Légende : Pour chacune des catégories de médiateurs pertinents au remodelage vasculaire, les SPM

identifiés sont illustrés ainsi que les celluels ciblés par ces facteurs. A noter que les activités biologiques de

sLRP1, exo-LRP1 Exo-HSP90-TPA sont spéculatives dans notre modéle et leurs activités potentielles

découlent d’une revue de la littérature.



Chapitre 4 - La phase effectrice de 'apoptose
légue un testament moléculaire via des

meécanismes de sécrétion non conventionnels

‘Creative data processing combined with a skilled and sensitive researcher’s eye, may disclose unexpected
results, which may be used to formulate new hypotheses, thus expanding the exploration filed. In this

perspective omics approaches are emerging as inspiring companions to hypothesis-driven research in

’

vascular biology and many other specialities

- Curzio Ruegg et al. (262)

Mis a part qu’il y a plus de médiateurs protéiques libérés durant I'apoptose, ces derniers sont
qualitativement différents d’apres leurs activités biologiques et leurs types de sécrétion. Ajoutons ici
que, tel que discuté dans I'article principal, les débris cellulaires ainsi que les corps apoptotiques
ont été enlevés des surnageants avant de procéder a n’importe quelle analyse protéomique ou
biochimique, nous permettant ainsi d’avancer que leur présence extracellulaire soit le reflet d’'un
processus régulé. En retour, cette prémisse suggérait que la voie classique de sécrétion soit
davantage sollicitée durant 'apoptose. Sommairement, la voie classique de sécrétion implique
lintroduction d’un peptide hydrophobe dans la portion N-terminale d’une protéine naissante.
Suivant sa translocation dans le réticulum endoplasmique (ER), la protéine continue sa maturation
dans le ER et le golgi ou elle acquiert des modifications post-traductionnelles pour finalement étre
confinée dans des granules de sécrétion fusionnant avec la membrane cytoplasmique. Ce
processus de fusion semble nécessiter des protéines SNARE, NSF et SNAP et est dépendant de la

syntaxine 5 (387, 433, 434). La voie de sécrétion classique est illustrée a la Figure 39.
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Figure 39: Sécrétion classique. Reproduit de (434) avec la permission de Macmillan Publishers Ltd:
Nature Cell Biology; copyright 2009.
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Légende : La plupart des protéines contenant un signal peptidique et destinées soit a la surface cellulaire ou

dans l'espace extracellulaire sont transportées via la voie conventionnelle de sécrétion (voir figure). Les
protéines naissantes entrent dans le réticulum endoplasmique (ER) grace a leur particule peptidique de
reconnaissance. Ensuite, les protéines nouvellement synthétisées sortent du ER dans des régions
membranaires spécialisées nommées sites de sortie du ER ou tER, desquelles se forment des vésicules
contenant les cargos et recouvertes de ‘coat protein complex II’ (COPIl). Chez la levure, le complexe COPII
contenant les petites GTPase Sar1, Sec23—Sec24 and Sec13—Sec31, assure aussi la sélection des cargos
soit via Sec24 ou via des interactions avec des récepteurs retrouvés dans les cargo. Les protéines
nouvellement synthétisées atteignent I'appareil de Golgi ou ils sont modifiées, transformées, trices et
redistribuées vers leur destination finale. Le transport de la voie sécrétoire dépend de la formation d’autres
intermédiaires vésiculaires, des vésicules ‘COP1-coated’, qui contiennent les petites GTPase ADP ribosylation
factor 1 (ARF1) ainsi qu’un ‘coatomer’, soit un complexe protéique heptamérique. Les vésicules COP1 sont
initialement formées dans le Golgi et orchestrent le mouvement rétrograde des composants du Golgi vers le
ER, ainsi que le mouvement antérograde de certains composants. Le métabolite fongique brefeldin A inhibe le
recrutement de ARF au Golgi et la formation de vésicules COP1-coated, et bloque ultimement le transport ER-
Golgi. Le transport associé a la voie sécrétoire implique une série d’évenements de fusion qui prend place
entre les intermédiaires vésiculaires et les organelles catalysées par les SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive fusion protein (NSF) accessory protein (SNAP) receptors). La fusion membranaire est médiée par la
formation de complexes trans-SNARE serrés et formés par des ballots d’hélices- a via les domaines
cytoplasmiques des SNARE. Ces domaines proviennent des vésicules (v)-SNAREs et target (t)-SNAREs. La
membrane opposée se retrouve a trées grande proximité ce qui éventuellement résulte en une fusion
membranaire. Les complexes trans-SNARE sont ensuite dissociés par 'ATPase hexamérique NSF qui lie le
complexe via SNAP. Cela permet le recyclage des v-SNAREs et leur fonction dans le prochain tour de

transport vésiculaire. Syntaxin 5 est un exemple de t-SNARE dont I'importance cruciale pour le transport vers
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et via le Golgi a été démontrée dans tous les modéles.

Etonnamment, 16 sur 27 des protéines identifiées dans le sécrétome des CE apoptotiques n’ont
pas de signal de sécrétion classique (Tableau 1 de l'article principal). Cette observation suggere
que d’autres mécanismes non conventionnels, en plus de la voie exosomiale, puissent étre
favorisés durant la phase effectrice de I'apoptose endothéliale. Ainsi, 'abondance de médiateurs
n‘ayant pas de signal de sécrétion fit le point de départ dans I'élaboration d’'une hypothese
suggérant que durant un stress apoptotique, la cellule n’utilise pas la voie classique de sécrétion.
La voie effectrice de I'apoptose semble favoriser davantage I'export extracellulaire de médiateurs
via un relargage rapide et direct dans le milieu environnant via des mécanismes de sécrétion non

conventionnels.

Types de sécrétion associés au sécrétome des CE apoptotiques

Afin de dresser le portrait des différents types de sécrétion influencés par I'apoptose endothéliale,
les 27 médiateurs enrichis spécifiquement dans le sécrétome des CE apoptotiques (Tableau 1 de
I’article principal) sont regroupés dans le Tableau 4 selon les 3 critéres suivants: 1) la présence
d'un signal peptidique, 2) leur mécanisme de sécrétion décrit dans la littérature et 3) leur
localisation cellulaire. Le résumé de ces informations provient d’'une mise a jour d’'une revue de la
littérature et de la banque de données The UniProt Knowledgebase (UniProtKB) disponible sur
I'internet (435). Cette banque de données compile toutes les annotations relatives a la présence
d’'un signal peptidique et a la localisation des protéines connues. Les médiateurs sont attitrés a la
sécrétion classique ou non classique selon le raisonnement suivant: afin d’étre associé au mode de
sécrétion classique, les médiateurs doivent posséder un signal peptidique; toutefois, afin d’étre
associé uniqguement au mode de sécrétion classique, aucune description relative a des
mécanismes de sécrétion non classique ne doit étre recensé dans la littérature. Concernant le type
de sécrétion non classique, soit que les médiateurs n’ont pas de signal peptidique, soit que des
mécanismes de sécrétion non classique ont été décrits pour ces médiateurs et ce indépendamment
de la présence ou non d’un signal peptidique. Cette classification issue a partir de seulement 3
criteres nous révéle que les médiateurs spécifiquement enrichis dans le sécrétome des CE
apoptotiques sont partagés en 5 groupes (Tableau 4). Ce qui est le plus frappant, c’est que les
médiateurs sont majoritairement associés a des voies de sécrétion non conventionnelles. Voici les

particularités de chacun de ces groupes.



167

Tableau 4 : Classification des 27 médiateurs identifiés dans le SSC-apo spécifiquement selon leur

type de sécrétion. Voir texte pour les critéres de sélection. Généré par I.S.

Signal Localisation cellulaire {2010
peptidiqu  Mécanisme #1415}

Type de sécrétion Nom N Ref.
e {2010 de secretion
#1415)* Mem. V.E. C N Ext.
ALDH1A1 NON Exosome (305) * *
EIF4G1 NON Exosome (512) L4 ¢
HSPA1L NON Exosome (296) . .
TPT1 NON Exosome (291-293) L4 L4 L4
NAPA NON Exosome (305) L4 L4 .
Groupe 1: HLA-DQA1 oul E 307 . * .
Sécrétion non ” xosome
classique de type LRP2 oul Exosome (305) * * *
exosomial IGFR2 oul Exosome (305) L4 L4 ¢
(13 protéines) PLA2G2D oul Exosome (394)(513) . . .
TGFBR3 oul Exosome** (305)(436) . .
EGF oul Exosome** (305)-(438) L4 L4 L4
L1CAM oul Exosome** (306)(437) L4 14 L4
LRP1 oul Exosome ** (514) (515) . . ¢ e .
Exosome Sec.
*
BRCA2 NON (potentiel) N.D. Gran N.D.
Exosome
Groupe 2: ABCC2 NON (potentiel) N.D. . N.D.
Sécrétion non Tubulovesicl
classique et es and apical
potentiellement de ATPA4 NON membrane (309) . .
type exosomial Exosome
(4 protéines) (potentiel)
Grasp-
ITGA10 oul dépendant (444) * .
Exosome
(potentiel)
Groupe 3: P2 particles
roupe 3: ANLN NON promininin- (516) ¢ o .
Sécrétion non 1he
classique ER et
(2 protéines) ASH1L NON . (308) *
microsome
NOS2A NON N.D. N.D. * * N.D
Groupe 4: GVIN1 NON N.D. N.D. L4 L4 N.D
Sécrétion non MTPN NON N.D. N.D. ¢ N.D.
classique de type ;504 NON N.D. N.D. Mito . N.D.
indéterminé
(6 protéines) SPIN2A NON N.D. N.D. . N.D.
GOLGA2 NON N.D. N.D. Golgi N.D.
Groupe 5: ADAMTS4 Oul Trans golgi (310) L4
Sécrétion
classique PLAT oul WPBs (446) 14
(2 protéines)

Abréviations: Mem: Membranaire; V.E.: organelle de la voie endocytaire, incluant les endosomes, les MVB, les
lysosomes; C: cytoplasmique; N: nucléaire, Ext.: Identification antérieure dans le milieu extracellulaire; N.D.:
Information non disponible; Mito: mitochondrie; WPBs: Weibel Palade Bodies; **: shedding; Sec. Gran. :
Secretory granules

Le groupe 1 (sécrétion non classique de type exosomial) représente 13 protéines dont la sécrétion

dans le milieu extracellulaire est associée a la voie exosomiale, et ce malgré la présence ou non
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d'un signal peptidique. Quatre protéines de ce groupe n'ont pas de signal peptidique et sont
localisées dans le cytoplasme (ALDH1A1, EIF4G1, HSPA1L et TPT1). Parallelement, les
médiateurs de ce groupe ayant un signal peptidique (HLA-DQA1, LRP2, IGFR2, PLA2G2D,
TGFBR3, EGF, L1CAM, LRP1) sont des protéines membranaires et ne sont pas représentées dans
le cytoplasme ou le noyau (sauf LRP1), suggérant que leur signal peptidique permet de les
redistribuer au niveau membranaire (plasmique, vésiculaire ou autre). De plus, la plupart de ces
médiateurs sont aussi localisés dans les organelles regroupant la voie endocytaire incluant les
endosomes, les MVB et les lysosomes, reflétant un aspect important concernant [l'origine
endocytaire d’une protéine sécrétée par la voie exosomiale. Ajoutons aussi que certaines protéines
membranaires de ce groupe (TGFBR3 (436), LICAM (437) et EGF (438) et LRP1 (430)) existent
sous une forme soluble suivant un processus de ‘shedding’ a la membrane plasmique et que nos
analyses protéomiques ne nous permettent pas de distinguer leur mécanisme exact de sécrétion
durant 'apoptose. Toutefois 42% des protéines exosomiales retrouvées dans ExoCarta sont des
protéines membranaires ayant des ectodomaines, suggérant qu’elles puissent avoir des fonctions
de signalisation intercellulaire pertinentes a différents contextes pathologiques (347). De plus, il a
été récemment démontré que le shedding de L1CAM, EGF et LRP1 a lieu dans les MVB et les
exosomes par ADAM10 et 17, ajoutant des évidences que ces protéines sont associées aux voies

endosomale et exosomiale.

L’attribution des mécanismes de sécrétion de type exosomial provient essentiellement d’analyses
protéomiques effectuées a partir de préparations exosomiales de différents types cellulaires. Par
conséquent, différents isoformes appartiennent a une méme famille de protéine et la distribution
des isoformes varie en fonction du type cellulaire étudié. Ainsi, ABCC2 et ATPA4 du tableau 4
(Groupe 2) n'ont pas été directement identifié dans des analyses protéomiques issues de
préparations exosomiales mais appartiennent a des familles de protéines dont leur sécrétion est
associée a la voie exosomiale. Différentes protéines appartenant a la famille ABC (ATP-binding
cassette) sont largement représentées dans différentes préparations exosomiales (305, 439, 440)
suggérant que la sécrétion de ABCC2 du groupe 2 pourrait aussi étre associée a la voie de
sécrétion exosomiale. Différentes ATPase H* K* ont été identifiées dans plusieurs préparations
exosomiales et semblent aussi participer directement a la sécrétion d’exosomes (441, 442),
suggérant que ATP4A pourrait potentiellement étre enrichi dans les exosomes de notre systéme.
Finalement, malgré qu’aucune publication n’ait démontré la présence de BRCA2 dans les
exosomes, BRCA2 a été récemment breveté a titre de marqueur exosomial permettant de

déterminer différents phénotypes associés a différentes pathologies (443).
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En ce qui a trait a ITGA10, la seule protéine du Groupe 2 ayant un signal peptidique, plusieurs
indices suggerent que ce médiateur puisse emprunter la voie exosomiale. D’abord, il a été
récemment démontré que durant le remodelage épithélial, les intégrines alpha et non les intégrines
beta empruntent un mécanisme de sécrétion via un transport indépendant du Golgi et nécessitant la
protéine GRASP (444). De plus, plusieurs intégrines ont été identifiées a la surface des exosomes
(305, 445) ainsi que lintégrine a3 dans le sécrétome des CE apoptotiques (Table 2 article
principal), suggérant que ITGA10 pourrait étre aussi sécrété par la voie exosomiale dans notre

systeme ou via un autre mécanisme de sécrétion non conventionnel.

Les groupes 3 et 4 représentent des médiateurs sécrétés par des mécanismes non classiques
compte tenu qu’ils n'ont pas signal peptidique. Des mécanismes de sécrétion non conventionnels
ont été décrits pour seulement 2 médiateurs, ANLN et ASH1L. Pour la plupart des médiateurs de
ces groupes, leur localisation cellulaire est principalement d’origine cytoplasmique et/ou nucléaire et
aucun d’entre eux ne semble étre associé a une localisation membranaire, excepté COQ4 et
GOLGA2 (Groupe 4) localisés respectivement dans la membrane interne mitochondriale et dans le
compartiment membranaire central du complexe Golgi. Tel que discuté plus loin dans le chapitre 5,
il est possible que ces protéines soient des résidus associés au processus autophagique

exocytosés par la cellule suivant une fusion des amphisomes avec la membrane plasmique.

Quoiqu’inattendu, la voie de sécrétion classique est incontestablement sous représentée durant
I'apoptose endothéliale Seulement 2 protéines (ADAMTS4 et PLAT) sur 27 sont sécrétées par la
voie canonique selon la présence d’un signal peptidique et leur localisation non membranaire.
Toutefois, le tPA est normalement confiné dans les WPBs et sa sécrétion extracellulaire est
associée a une augmentation calcique intracellulaire favorisant la fusion de ces organelles avec la
membrane plasmique (446), représentant ainsi un autre mécanisme de sécrétion non canonique.
La diminution de [lactivitt de la sécrétion classique dans notre systeme corréle avec les
évenements de fragmentation du ER et du golgi et a la protéolyse des protéines associées a la

sécrétion durant la phase effectrice de 'apoptose (251-254).

L’analyse des protéines de ces différents groupes selon la présence d’un signal peptidique, au
mode de sécrétion connu et a la localisation cellulaire de nos médiateurs, suggére que I'apoptose
endothéliale initie un processus global de sécrétion protéique non conventionnelle. Suivant cette

classification, 2 articles de revue récemment publiés (387, 434) me permettent d’appuyer cette
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nouvelle hypothése qui s’avére exirémement pertinente dans un contexte de remodelage
vasculaire.  Additionnellment a la caspase-3, il semblerait que la caspase 1 constituant
inflammasome favoriserait aussi I'export extracellulaire de certains médiateurs suivant un stress
inflammatoire, et ce, de maniére non conventionnelle (447, 448). Somme toute, les caspases
pourraient non seulement diriger la destruction cellulaire organisée, mais aussi la sécrétion de

médiateurs via des voies non conventionnelles de sécrétion.

Il existe plusieurs protéines d’origines cytoplasmique et nucléaire qui empruntent des voies de
sécrétion non conventionnelles. Ces protéines sont de nature diversifiée, la plupart ne posséde pas
de signal peptidique et sont sécrétées de maniere ER-Golgi indépendante. Parmi ces protéines, on
dénote des cytokines (IL1 a et p, FGF1 et FGF2, MIF); des enzymes (secretory transglutaminase et
sphingosine kinase); des annexines (I et Il), des galectines (1 et 9), des protéines Heat shock
(HSP70 et 90), des protéines virales, HMBG1, les protéines S100 (S100A13 et S100A4), la

thioredoxin et des protéines impliquées dans I'exocytose (synaptogamin | et syntaxin 2) (387).

Les premiers indices relatifs a la compréhension des voies de sécrétion non conventionnelles
reposent sur le fait que certaines protéines contournent I'utilisation classique des vésicules COPII
normalement associées a I'exocytose (449, 450). Parallelement, des études effectuées a I'aide de
la Brefeldin A (BFA) ont démontré que CD45 et RRV (simian rotavirus Rhesus monkey
rhadinovirus) détournent l'arrét au Golgi, soit une étape importante concernant I'acquisition de
modifications post-traductionnelles (ajout d’oligosaccharides, protéolyse, etc.). (451-453).
Finalement, CFTR est transporté directement du ER a la membrane plasmique via des vésicules de
type COPII qui ne nécessitent pas la machinerie classique impliquée dans la fusion avec la
membrane, i.e. la syntaxine 5, les SNARE et NSF (454, 455). Dans le cas du CFTR, il semble que
la syntaxine 13 soit requise afin d’étre emmagasiné dans les MVB avant d’étre sécrété dans le

milieu extracellulaire via les exosomes.

Il existe a ce jour 4 mécanismes de sécrétion non conventionnels grossierement décrits (Figure 40)
dans la littérature compte tenu que la communauté scientifique commence a peine a intégrer l'idée
que des protéines d’origine cytoplasmique et nucléaire puissent étre sécrétées selon un processus
régulé et non conséquent a une lyse cellulaire. De toute évidence, tel que décrit précédemment, la
voie exosomiale est 'une des voies de sécrétion non conventionnelles la mieux décrite que nous

avons largement observé dans notre sécrétome.
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Figure 40: Mécanismes de sécrétion non classiques. Reproduit de (434) avec la permission de

Macmillan Publishers Ltd: Nature Cell Biology; copyright 2009.
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Légende : Sécrétion non conventionnelle de protéines cytoplasmiques solubles.  Quatre différents
mécanismes pour la sécrétion non conventionnelle de protéine soluble ont été proposés. Le premier
(mécanisme 1) est non vésiculaire. Des protéines cytoplasmiques dont FGF2 (fibroblast growth factor 2)
peuvent étre directement relocalisées du cytoplasme a travers la membrane plasmique via le recrutement par
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) et I'ancrage extracellulaire via les protéoglycans
héparan sulfate (HPsGs), dont leurs chaines secondaires sucrées sont liées par le FGF2. Les trois autres
mécanismes dépendent sur des intermédiaires vésiculaires et ont été démontrés pour la cytokine
cytoplasmique 1B (IL-1B). IL-1B est redistribué dans les lysosomes sécrétoires avec la caspase-1. Cela
génére la forme mature de la cytokine. La fusion de ces lysosomes avec la membrane plasmique mene au
relargage de leur contenu dans I'espace extracellulaire. Caspase 1 clive IL-1( et est sécrété en compagnie de
la cytokine mature (mécanisme 2). Le dépouillement micro vésiculaire de la surface cellulaire peut aussi
mener au relargage de la caspase-1 et de IL-1B mature dans I'espace extracellulaire (mécanisme 3).
Finalement, le complexe caspase 1-IL-1B peut étre capturé du cytoplasme durant la formation de vésicules
intraluminales, lesquelles ménent a la biogénése des corps multivésiculaires (MVB). Ces vésicules
intraluminales sont ensuite exportées sous la forme d’exosome (mécanisme 4). A noter que dans les deux
derniers scénarios (mécanismes 3 et 4), IL-1B et caspase 1 sont relargées dans l'espace extracellulaire
entourées d’une membrane. Les points d’interrogation annotés pres des transporteurs dans les étapes 1 et 2

indiquent que leur identité n’a pas encore été révélée.
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Un 2°™ mécanisme proposé est celui d'un transport non vésiculaire via une translocation
membranaire permettant le relargage extracellulaire de FGF2. Un lipide (PtdIns(4,5)P,) situé dans
le feuillet cytoplasmique de la membranaire plasmique permettrait la liaison et la translocation de
FGF2 (456). De plus, W. Nickel et C. Rabouille proposent que les protéoglycans heparan sulfate
(HSPG) serviraient de trappes extracellulaires permettant de diriger I'export de FGF2 (434, 457,

458). Toutefois, les transporteurs membranaires impliqués dans ce processus ne sont pas connus.

Un 3°™ mécanisme proposé est associé au dépouillement (shedding) de la membrane plasmique
contenant des portions de cytoplasme. La transglutaminase sécrétoire, FGF1 et FGF2, IL1-a et 3,
HASPB, galectin 1 et syntaxin 2 ainsi que la caspase-1 seraient relargés extracellulairement via ce

mécanisme (387).

Finalement, de maniére analogue a la fusion des MVB avec la membrane plasmique, les

eme

lysosomes sécrétoires représentent le 4™~ mécanisme de sécrétion non conventionnel. IL1 § et la
caspase 1 seraient transloqués dans les lysosomes et ’ATP servirait de o°me signal permettant la
fusion de ces lysosomes avec la membrane plasmique (459, 460). HSP70 et HMBG1 pourraient
emprunter cette voie qui peut étre inhibée par le glibenclamide, soit un inhibiteur des protéines

ABC1 (461).

Caspase-1

Les inflammasomes sont des senseurs intracellulaires activés suivant des signaux internes et
externes, incluant des signaux de danger tels que I’ATP libérés par les cellules nécrotiques. Suite a
un stress UVB, ces inflammasomes recrutent la caspase 1 activée et régule la maturation et la
sécrétion de IL-18. De plus, linhibition de la caspase-1 bloque aussi la sécrétion de IL1-a, MIF,
FGF2 et les galectines 1 et 3, suggérant un réle général de la caspase-1 dans la sécrétion non

conventionnelle de protéine dans un contexte inflammatoire (462-464).

Le point le plus important concernant les voies de sécrétion non conventionnelles est que
celles-ci sont communément sollicitées en réponse au stress. Par exemple, FGF1, IL-1a et B
et la syntaxine 2 nécessitent un stress cellulaire pour étre exporté (459, 465, 466). Un traitement a
la thrombine permet la sécrétion d’annexin Il, un traitement a la glucocorticoide induit la sécrétion
d’annexin | et le TNF-a et les liposaccharides induisent la sécrétion de la thioredoxin (467-469). De

maniére encore plus intéressante, FGF1, qui est un facteur pro-angiogénique, n’est pas relaché
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dans le milieu extracellulaire en conditions physiologiques. Sa sécrétion nécessite soit un choc
thermique, hypoxique ou la déprivation de facteur de croissance (!!!!) (465, 470-472). De plus,
FGF1 a besoin d’'un stress cellulaire pour étre sécrété mais pas FGF2. De maniére intéressante,
FGF1 doit former des homodimeéres covalents afin d’étre efficacement sécrété, récapitulant ainsi
I’oligomérisation de TCTP observée dans notre modéle. FGF1 forme un complexe protéique avec
d’autres protéines incluant S100A13 et Annexin Il. La liaison de FGF1 avec S100A13 est possible
dans des astrocytes déprivés de facteurs de croissance et I'effet est catalysé par une augmentation
calcique intracellulaire (472). Finalement, Annexin Il est externalisé aprés un traitement a la
thrombine et pourrait servir de récepteur pour le plasminogen et le tPA (467, 473). Le stress
cellulaire permettrait I'export de FGF1 afin qu’il puisse augmenter la vascularisation de

I’endothélium suivant un stress ischémique (474-476).

Pourquoi donc des protéines cytoplasmiques sont sécrétées via des mécanismes non
conventionnels ? En ce qui a trait aux galactines, il a été suggéré que leur liaison avec des
oligosaccharides dans la lumiére du ER-Golgi pourrait causer des agrégations et un mauvais
repliement. De plus, les protéines signalétiques pourraient de maniére prématurée se lier a leurs
récepteurs dans le ER et le Golgi, ce qui pourrait initier des signalisations autocrines délétéres.
Finalement, I'environnement oxydatif du ER et du golgi pourrait causer le mauvais repliement de
protéines cytoplasmiques sécrétées, dont thioredoxin. Compte tenu que les protéines
cytoplasmiques sécrétées ne semblent pas se déplier durant la translocation a la PM et n’ont pas
besoin de se replier encore dans le milieu extracellulaire (dont FGF2), un passage dans le ER-golgi

pourrait étre désavantageux pour leur fonction (387).

De plus, il a été montré que FGF2 ne peut pas étre sécrété via la voie classique en conservant sa
forme fonctionnelle. Méme si on force FGF2 avec un signal peptide de passer dans le ER-Golgi, il
n’est pas biologiquement actif dans le milieu extracellulaire, di a une modification o-glycosidique
non physiologique qui prévient sa déportation dans le milieu extracellulaire et la signalisation FGF2
dépendant (477). Ainsi, un détournement de la voie sécrétoire classique permettrait de générer une
nouvelle activité biologique extracellulaire de différentes protéines. A mon avis, compte tenu que
les médiateurs sécrétés ont un réle important dans les événements suivant le dommage cellulaire,
leur localisation extracellulaire doit étre finement régulée. Le fait de ne pas avoir de signal de
sécrétion les empéche ainsi de prendre la voie de sécrétion classique qui pourrait de maniére
accidentelle distribuer ces médiateurs dans le milieu extracellulaire par des cellules saines. Mon

opinion est appuyée par (387) qui suggérent le méme raisonnement pour FGF1 qui lorsque sécrété,
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il initie une forte activité mitogénique, soit une situation que I'on veut générer seulement lorsque

c’est requis.

La classification des médiateurs identifiés dans le sécrétome des CE-apoptotiques selon 3 simples
criteres a permis de révéler de maniére évidente que I'apoptose favorise la sécrétion de différents
médiateurs via des mécanismes non conventionnels. Au total, 31 protéines associées aux
exosomes ont été identifiées dans le SSC-apo. Le fait le plus intéressant, a mon avis, est que ces
voies de sécrétion non conventionnelles soient favorisées durant un stress apoptotique. Compte
tenu I'origine membranaire des vésicules de transport extracellulaire, certaines voies de sécrétion
non conventionnelles représentent probablement la fusion de différentes organelles de la voie
endocytaire avec la membrane plasmique. Ce phénomeéne de fusion est généralement associé a
une augmentation calcique intracellulaire, soit un événement associé a différents mécanismes de

réponse au stress incluant 'autophagie et I'apoptose (Figure 41).

Figure 41: Schématisation de la fusion potentielle de différentes organelles avec la membrane

plasmique suivant une augmentation intracellulaire calcique associée au stress cellulaire. Générée

par I.S.
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Cette particularité d’exporter rapidement des médiateurs via des mécanismes de fusion avec la
membrane cellulaire m’apparait analogue a la propagation d’'un incendie dans un immeuble.
Lorsqu’un incendie (stress apoptotique) envahit un établissement et que le dommage associé a

'immeuble est irréversible (activation de la phase effectrice de I'apoptose), les gens présents dans
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I'immeuble tentent de sortir le plus rapidement possible. Par conséquent, ils ne prennent pas la
sortie classique qui est habituellement centralisée a I'entrée principale (voie de sécrétion classique),
d’autant plus que celle-ci pourrait étre endommagée ou non accessible (démolition des structures
cellulaires durant la phase effectrice de I'apoptose). Au contraire, les ‘sorties de secours’
(organelles intracellulaires fusionnant avec la membrane plasmique) ménent la plupart du temps
directement vers l'extérieur permettant ainsi d’évacuer rapidement les individus (libération de
médiateurs dans le milieu extracellulaire). Par la suite, un grand nettoyage est déployé afin de
ramasser les débris (phagocytose des corps apoptotiques par les macrophages professionnels) et
une reconstruction est généralement envisagée (activités biologiques des SPM: migration,

prolifération et survie cellulaire des cellules du mur vasculaire).

Habituellement, les sorties d’urgence sont reliées a un systeme de sécurité et lorsque ces portes
sont ouvertes, cela déclenche I'arrivée de secours trés rapide. Par conséquent, ces sorties doivent
étre utilisées seulement en cas d’urgence réelle. Selon I'analogie avec l'incendie, les voies de
sécrétion non classiques doivent étre utilisées seulement dans des conditions de mort cellulaire
irréversible afin de ne pas recruter les macrophages et les cellules vasculaires par des cellules
saines. De la la pertinence dexporter de maniére non conventionnelle les médiateurs
biologiquement actifs seulement lorsque les caspases effectrices sont activées. De plus, 'absence
de signal peptidigue empéche les médiateurs de prendre la sortie canonique, permettant ainsi

d’éliminer I'incidence de fausses alertes.

En lien avec cette proposition selon laquelle différentes organelles de la voie endocytaire puissent
fusionner avec la membrane plasmique suivant un stress apoptotique, nous avons entrepris des
études de microscopie électronique a balayage effectuées sur les CE cultivées en conditions
normales et en déprivation de facteur de croissance (Figure 42). Dans ces clichés, nous pouvons
apprécier que les cellules apoptotiques ont un cytoplasme rétracté caractéristique de I'apoptose.
De plus, on voit qu’il y a beaucoup d’activité de bourgeonnement dans les cellules apoptotiques
comparativement aux cellules normales. Cette activité de bourgeonnement est probablement
représentative du blebbing associé & I'apoptose. A mon avis, 'observation la plus intéressante est
que les CE apoptotiques ont a certains endroits un aspect trés poreux (encadré figure 42B et cliché
représenté en (C)) comparativement aux CE en condition de croissance normale (Figure 42A). Ces
pores pourraient en fait étre générés suivant la fusion d’organelles endocytaires avec la membrane
plasmique. De plus, il existe une publication (478) démontrant par microscopie électronique a

balayage, la présence de pores a la surface de HUVEC apoptotiques suivant une déprivation de
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facteur de croissance. Cette observation représente, parallelement avec les évidences démontrées
dans ce travail, un point de départ intéressant dans la compréhension des mécanismes de
sécrétion non conventionnels régulés durant la phase effectrice de I'apoptose. Reste a savoir
maintenant comment, outre l'importance d’une augmentation de calcium intracellulaire, les
caspases effectrices régulent la fusion membranaire des organelles séquestrant nos médiateurs

d’intérét.

Figure 42: Microscopie électronique a balayage des CE (HUVEC) en croissance normale et en

condition de stress apoptotique.

A CELLULES ENDOTHELIALES EN B CELLULES ENDOTHELIALES EN
CONDITIONS NORMALES DE CROISSANCE DEPRIVATION DE FACTEUR DE CROISSANCE

10um

Légende : Suivant une incubation de 4 heures dans (A) du milieu complet de croissance (N) et (B) dans du
milieu sans facteur de croissance (SS), les CE ont été fixées dans du glutaraldéhyde 1% et séchées par la
méthode de ‘Critical Point drying’ (479).. Les cellules ont été recouvertes d’une fine couche de carbone.
Images produites par microscopie a balayage par le Dre Iréne Londono dans le laboratoire du Dr Moise

Bendayan 2007. (C) provient d’'une portion de I'image (B) afin d'illustrer I'aspect poreux de CE apoptotiqu



Chapitre 5 - Régulation potentielle des voies de
sécrétion non conventionnelles par les caspases

effectrices

Notre compréhension des mécanismes impliqués dans I'export extracellulaire des nanovésicules
contenues dans les MVB suivant une fusion avec la membrane plasmique demeure fragmentaire
(290). Par contre, certaines évidences suggérent que le calcium ainsi que la régulation de p53

participeraient a ce phénomene.

Sécrétion exosomiale et le calcium
Une augmentation calcique intracellulaire est nécessaire afin de compléter le processus de fusion

des MVB avec la membrane plasmique permettant de relarger les nanovésicules dans le milieu
extracellulaire (480, 481). Un fait intéressant est que l'autophagie et I'apoptose participent a
I’laugmentation intracellulaire calcique durant le stress cellulaire (146). La source majeure de
calcium intracellulaire est emmagasinée dans le réticulum endoplasmique (RE), mais les
mitochondries servent aussi de réservoir calcique. Ainsi, durant I'ischémie et la déprivation de
facteur de croissance générant entre autre un stress du RE, les récepteurs sensibles au calcium a
la membrane du RE sont clivés, favorisant le relargage du calcium dans le cytosol (482).
Parallelement, I'autophagie sollicite davantage la production d’énergie via et la surutilisation du
cycle de Krebs et a pour effet de générer aussi des ROS (reactive oxygen species) provenant de la
chaine respiratoire mitochondriale. Ces ROS endommagent les protéines ainsi que les lipides
associées aux membranes des organelles, incluant les mitochondries, favorisant ainsi le relargage
de calcium des mitochondries dans le cytosol ainsi que des facteurs pro-apoptotiques (483-485).
Tous ces événements forment une boucle permettant de générer une concentration calcique
intracellulaire accrue et de favoriser aussi I'induction de la phase effectrice de I'apoptose. Tel que
proposé dans le chapitre précédent, I'augmentation calcique intracellulaire générée durant
I'autophagie et I'apoptose pourrait favoriser les mécanismes de sécrétion calcium dépendants. Ce
phénomene influencerait la fusion des MVB avec la membrane plasmique permettant le relarge des
nanovésicules ainsi que la fusion des organelles intracellulaires, incluant les WPBs, avec la
membrane plasmique permettant de relarger le tPA, le VWF et la e-selectin dans le milieu

extracellulaire (446).
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Sécrétion exosomiale et p53
La protéine p53 orchestre une réponse cytoprotectrice en réponse au stress cellulaire de nature

non génotoxique en favorisant I'activation des mécanismes antioxydants ainsi que I'autophagie
(486). Par exemple, p53 transactive DRAM, une protéine lysosomiale qui contribue a
I’'accumulation de vacuoles autophagiques. L’invalidation de DRAM diminue I'accumulation de ces
vacuoles ainsi que I'induction de 'apoptose (487). Or, il a été proposé que la stabilisation de p53
influencerait aussi la sécrétion de nanovésicules via la régulation transcriptionnelle de TSAP6, mais
ne nécessiterait pas la participation des caspases suivant une irradiation y (stress génotoxique)
dans des lignées cellulaires cancéreuses et transformées (292, 293). Un aspect trés divergent
entre ces travaux et les nétres repose sur le type de stress cellulaire utilisé ainsi que le type
cellulaire étudié. Dans leur modele d’étude, les auteurs utilisent un stress génotoxique tandis que
nous utilisons un stress apoptotique que nous avons largement caractérisé. Les auteurs
démontrent que dans leur systéme, la sécrétion de la Cathepsin L diminue suivant un stress
génotoxique tandis que la sécrétion de d’autres protéines exosomiales est augmentée. Par
opposition, nous avons démontré dans notre systéeme qu’un stress apoptotique et I'activation de la
caspase-3 augmentent la sécrétion de la Cathepsin L dans le milieu extracellulaire (284).
Parallelement, nous avons démontré que I'activation des caspases a lieu en aval de la stabilisation
de p53 et que la sécrétion des protéines exosomiales a lieu en aval de I'activation des caspases.
Finalement, ces auteurs n’ont pas caractérisé morphologiquement et biochimiquement I'incidence
de l'apoptose et I'activation des caspases dans leur systeme, complexifiant ainsi I'interprétation
analogue entre les 2 études. En conclusion, p53 ne semble pas influencer, du moins directement,

la sécrétion de type exosomial dans notre systeme.

Déprivation de facteur de croissance et sécrétion non

conventionnelle
Dans notre modele d’étude, I'apoptose est induite suivant une déprivation de facteur de croissance

qui a été validée par différents criteres morphologiques et biochimiques tel que démontré dans
I’article principal. Par contre, la déprivation de facteur de croissance est aussi un stimulus
classique d’autophagie. En s’appuyant sur la notion que I'autophagie en soi n’est pas un type de
mort cellulaire mais plutoét un processus d’adaptation en réponse au stress qui peut accompagner
d’autres types de mort cellulaire, il n'est pas exclu que des évenements associés a l'autophagie
prennent place en amont et/ou parallélement a I'induction de I'apoptose via la voie intrinséque. De
plus, tel que discuté dans le chapitre 4 de l'introduction, I'autophagie est initialement un mécanisme

cytoprotecteur en réponse au stress permettant d’augmenter l'activité catabolique cellulaire.
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L’autophagie permet aussi d’éliminer les organelles endommagées, dont les mitochondries, des
réservoirs importants de facteurs pro-apoptotiques. Toutefois, lorsque I'autophagie ne suffit plus a

titre de mécanisme de compensation au stress, la voie apoptotique est favorisée.

Une observation intéressante est que dans notre modeéle, un stress purement autophagique (i.e.
traitement avec la rapamycin) n‘augmente pas la sécrétion de nanovésicules tandis que la
mitomycin C, un autre stimulus apoptotique, augmente la sécrétion nanovésiculaire (Fig 5D article
principal). Ce résultat corrobore avec une récente publication démontrant qu’en fait, 'autophagie
inhibe la sécrétion exosomiale. L’autophagie favoriserait la fusion des MVB avec les
autophagosomes au détriment d’'une fusion des MVB avec la membrane plasmique (481). Par
conséquent, I'autophagie déplace I'équilibre endocytaire vers la voie de dégradation plutét que vers
la voie sécrétoire. Autrement dit, l'autophagie inhiberait la sécrétion exosomiale tandis que

I'apoptose favoriserait ce phénomeéne.

Ces observations me permettraient de réconcilier certains résultats issus de la banque de données
protéomiques qui montrent que plusieurs protéines de la voie autophagique (substrats et
machinerie) sont spécifiquement enrichies dans le SSC-apo comparativement au SSC-no-apo
(Tableau 5). Ces résultats suggérent que durant la phase autophagique précédant I'induction de
I'apoptose, différentes populations hybrides d’organelles endosomales puissent étre générées.
Lorsque l'apoptose est initiée, ces organelles hybrides (incluant les amphisomes) fusionneraient
avec la membrane plasmique permettant d’exporter ainsi différents types de médiateurs reflétant le
stress autophagique initial subit par la cellule. De plus, nous avons observé que les MVB ont une
densité volumique significativement plus grande durant la déprivation de facteurs de croissance
comparativement a des conditions normales de croissance (Supplementary material de I'article
principal, Figure S1a et b). Cette augmentation volumique pourrait étre attribuable a des
évenements de fusion homotypique ou hétérotypique entre les différentes populations d’organelles
de la voie endocytaire tel qu'observé dans différents types cellulaires (480) (488). De plus, il a été
proposé que lorsque les voies de recyclage et de dégradation sont non fonctionnelles, la sécrétion

exosomiale semble étre favorisée, ajoutant ainsi un argument favorable a mon hypothése (350).
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Tableau 5 : Liste des protéines associées au processus d’autophagie et identifiées a I’'aide

d’une des 3 approches protéomiques effectuées sur les sécrétomes des SSC-apo et SSC-

© N

10

1

12

13

Protein name

LC3/Microtubule-
associated proteins
1A/1B light chain 3A

Apg4/autophagin

Apg16L

VPS16

SKD1/VPS4B

SPPL3
(intramembrane
protease 2)

Huntingtin
Huntingtin-associated-
interacting protein
(duo)
huntingtin interacting
protein B

Peroxin 13

Peroxisomal
membrane protein,
70K

GCN1L1 protein

Lamp-2

no-apo. Généré par I.S.

Function

Autophagy machinery
Autophagosome formation. Cytosolic and membrane bound to
autophagosomes (423).

Cysteine protease required for autophagy, which cleaves the C-
terminal part of either MAP1LC3, GABARAPL2 or GABARAP,
allowing the liberation of form I. Protease, c-terminal cleavage of
LC3 (atg8) (423).

Plays an essential role in autophagy Autophagosome formation.
Homooligomer. Interacts with ATG5.. Preautophagosomal
structure membrane; Peripheral membrane protein By similarity.
Note: Localized to preautophagosomal structure (PAS) where it
is involved in the membrane targeting of ATG5 (423).

May play a role in vesicle-mediated protein trafficking to
lysosomal compartments and in membrane docking/fusion
reactions of late endosomes/lysosomes. Large hetero-oligomeric
complex together with VPS11, VPS18 and VPS33A. Interacts
with STX7 (423). Potentially associated to autophagy.

The AAA ATPase SKD1 was also proposed as an essential
protein for autophagosome maturation (470). Involved in late
steps of the endosomal multivesicular bodies (MVB) pathway.
Recognizes membrane-associated ESCRT-IIl assemblies and
catalyzes their disassembly, possibly in combination with
membrane fission. Redistributes the ESCRT-IIl components to
the cytoplasm for further rounds of MVB sorting (423).

Whereas signal peptides are direct substrates for SPP
proteolysis, the study suggests that SPP may be involved in the
controlled sequestration of possibly toxic membrane protein
species in a proteolysis-independent manner. These large
oligomeric membrane protein aggregates may then be degraded
by the proteasome or autophagy (510).

Substrates of autophagy
(511)

Peroxyphagy
Pex14 is involved in the import of matrix proteins into
peroxisomes. Together with other peroxins (Pex13, Pex17) it
forms a docking complex at the peroxisomal surface (512).

(513)

Required for peroxyphagy. Peroxisome turnover by
micropexophagy: an autophagy-related process (514)

Other proteins related to autophagy

(514)

Abundance ratio
(SSC-apo/SSC-no-apo)

ratio 2.3 x

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only

SSC-apo only
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Légende : Afin d’identifier les protéines associées a I'autophagie libérées et identifiées dans les SSC-apo et
ou SSC-no-apo par les 3 approches protéomiques décrites dans l'article principal, I'utilisation de mots clés
associés a l'autophagie (autophagy, apg, atg, peroxysome) et une revue récente de la littérature ont permis de
générer cette liste de protéines. La recherche a été effectuée sur un total de 3500 protéines identifiées et mis
a part LC3 retrouvés avec un ratio d’abondance 2.3x dans le SSC-apo comparativement au SSC-no-apo,
toutes les protéines associées a I'autophagie ont été identifi€ées dans le SSC-apo. Ces observations suggerent
que linhibition des caspases empéche la fusion de vacuoles autophagiques avec la membrane plasmique
pendant la phase effectrice de I'apoptose. La source de ces données protéomiques est de la méme

provenance que les protéines retrouvées dans les tableaux 1 a 4.

Finalement, des auteurs rapportent la fusion avec la membrane plasmique d’autophagosomes
fusionnés avec des MVB tardifs que I'on nomme désormais amphisomes (150). Ces observations
étaient rarissimes dans leur systéeme mais ils ont quand méme illustré ce point dans le schéma
présenté a la Figure 43. Ainsi, des événements d’exocytoses d’amphisomes fusionnant avec la
membrane plasmique ont déja été observés in vivo. Cette observation peut étre comparée aux

déchets non digestibles que nous excrétons suivant le processus de digestion.
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Figure 43: Maturation de la voie autophagique et exocytose de matériel autophagique. Reproduit de

(150) avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Cell Research; copyright 1999.
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Légende : Diagramme illustrant le processus et le point de convergence des voies endocytaire et
autophagique dans les cellules Leydig. Dans la voie endocytaire, des marqueurs internalisés apparaissent en
premier lieu dans la fosse endocytaire, les vésicules endocytaires (EV) et les endosomes précoces (EE), et
ensuite dans les endosomes tardifs (LE) qui acceptent le transport vésiculaire avec des enzymes lysosomiales
provenant de I'appareil de Golgi (G) et rencontrent la voie autophagique. Dans la voie autophagique, la
formation d’autophagosome dans les cellules Leydig peut étre divisée en trois étapes : le pré-autophagosome
(PA), 'autophagosome précoce (EA) et 'autophagosome tardif (LA). L’endosome tardif et 'autophagosome
précoce représentent le point de convergence de ces 2 voies. Durant ce processus de convergence,
I'autophagosome précoce se transforme en un autophagosome tardif et 'endosome tardif en lysosome mature
(LY). Suivant la dégradation lysosomiale, 'autophagosome tardif devient résiduel et ce matériel est éliminé

par exocytose.
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Par conséquent, dans notre systéme ou une activité autophagique précéde et/ou paralléle
induction de I'apoptose, différentes organelles endosomales hybrides (incluant les MVB et les
amphisomes) sont générées pouvant fusionner avec la membrane plasmique dans un contexte
associé a une augmentation intracellulaire calcique et a I'apoptose (Figure 44). Reste a savoir
comment, mise a part la contribution du calcium intracellulaire, les caspases effectrices régulent la

fusion de ces organelles avec la membrane plasmique.

Figure 44: Schématisation des effets fusionnels homotypique et hétérotypique des organelles de la

voie endocytaire durant I'autophagie. Générée par L.S.
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Légende : Durant I'autophagie (fleches vertes), la voie endocytaire est dirigée vers la voie de dégradation.
Les MVB fusionnent avec les autophagosomes afin de former les amphisomes. Par la suite, les MVB, les
autophagosomes et les amphisomes fusionnent avec les lysosomes afin de terminer le processus de
dégradation. De plus, I'autophagie pourrait favoriser des événements fusionnels homotypique et hétérotypique

générant des populations hétérogenes d’organelles.
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Convergence de la voie endocytaire et de I'autophagie via les
Small GTPase Rab

Il est connu que le transport vésiculaire intracellulaire nécessite des protéines appelées Rab
appartenant a la famille des small GTPase représentées a ce jour au nombre de 70. Ces protéines
contrélent différentes étapes du trafic vésiculaire incluant le bourgeonnement, la motilité ainsi que le
‘docking’ et la fusion de différents transports intermédiaires avec la membrane plasmique (489). En
général, les Rab servent de commutateur moléculaire pouvant lier le GTP ou le GDP, dépendant
des effecteurs associés aux Rab. Par exemple, les GEF (Guanine nucléotide exchange factors)
permettent d’échanger le GDP pour le GTP, activant ainsi les Rab. En retour, les GAP (GTPase
activating proteins) clive le GTP en GDP, inhibant ainsi I'activit¢ des Rab. De plus, les GDI
(Guanine dissociation inhibitor) préviennent la relache du GDP favorisant ainsi les Rab sous une
forme inactive. Finalement, les GDF (GDI displacement factor) peuvent compétitionner avec les
GDI afin de faciliter 'association des Rab avec les membranes d’intérét (490). Parmi les différentes
protéines Rab n’affectant pas la voie sécrétoire constitutive, il a été démontré que Rab27a et
Rab27b régulent la sécrétion des nanovésicules issus des MVB sans toutefois influencer leur
contenu intraluminal (491). De plus, les Rab27 appartiennent a la famille Rab3 impliquées
principalement dans I’'exocytose calcium dépendante et favoriserait aussi la fusion des WPBs avec
la membrane plasmique (446, 490). Par conséquent, il semble que certains Rab soient associés a

des voies de sécrétion non conventionnelles.

Or, il existe un lien évident entre l'autophagie et la voie endocytaire. Par exemple, les
autophagosomes coopérent avec les Rab et les différents acteurs de la voie endocytaire
(endosomes précoces, MVB et lysosomes) afin de maximiser le processus de dégradation (Figure
45) (492). Durant lautophagie, Rab11 s’associe aux MVB et favorise la fusion avec les
autophagosomes afin de former les amphisomes (148, 481, 493). Par la suite, Rab7 permet aux
MVB, autophagosomes et aux amphisomes de fusionner avec les lysosomes afin de générer les
autolysosomes permettant de conclure le processus de dégradation. Ainsi, durant 'autophagie, les
MVB sont mobilisés a générer des organelles vésiculaires hybrides (incluant les amphisomes) et
sont principalement associés a une activité de dégradation plutdét qu’a une activité sécrétoire. De
plus, il est important d’apprécier que la fusion des organelles endosomales génére une population
hétérogéne d’organelles vésiculaires ayant probablement des affinités différentes avec la
membrane plasmique selon leur colocalisation avec différentes protéines Rab. Finalement, la

présence abondante de différentes protéines rab dans les exosomes et dans différentes organelles
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endosomales suggére qu’ils puissent jouer des roles spécifiques dans les processus de fusion
(350).

Figure 45: L’autophagie et la voie endocytaire. Reproduit de (481) avec la permission de John Wiley

and Sons, copyright 2008.
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Légende : L’inanition favorise la fusion entre les vacuoles autophagiques et les MVB. Le modéle suggére que
la protéine LC3 est associée a une vacuole a double-membrane (autophagosome), qui peut fusionner
directement avec un lysosome formant un autophagolysosome. Dans la voie endocytaire des cellules K562,
Rab11 s’associe a la membrane des MVB qui, générée aprés une invagination et le ‘pincement’ de la
membrane limitante, favorisent I'accumulation de petites vésicules intraluminales. Ces vésicules
intraluminales nommées exosomes sont éventuellement libérés dans le milieu extracellulaire via la fusion des
MVB avec la membrane plasmique. Nous proposons que l'induction de 'autophagie (i.e. par inanition) favorise
la fusion entre les vacuoles autophagiques et les MVB (a Rab11-dependent event) générant un organelle
hybride, 'amphisome, qui finalement fusionne avec des compartiments associés aux lysosomes. La fusion
des autophagosomes avec les lysosomes et la fusion des amphisomes avec les compartiments lysosomiaux

dépendent tous deux de Rab7 a I'état actif.
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Régulation de la sécrétion exosomiale durant la phase effectrice
de I'apoptose

1*" indice : Inhibition de I’endocytose et de la voie de dégradation par la caspase-3 activée.

Il a été démontré que la caspase-1 activée doit directement cliver IL-1 beta afin que celui-ci puisse
acquérir une forme mature et biologiquement active. Or, nos travaux démontrent que TCTP est
exporté suivant I'activation de la caspase-3 mais ne nécessite pas de clivage par celle-ci (Figure 6
H de larticle principal). Ainsi, la caspase-3 ne semble pas influencer la sécrétion de nos
médiateurs via un clivage direct de ceux-ci. Par conséquent, la caspase-3 activée doit
potentiellement réguler des effecteurs de la voie endocytaire et de la sécrétion permettant par la

suite I'export de TCTP par des mécanismes de sécrétion non conventionnels.

Certaines évidences suggérent que la caspase 3 activée permettrait de réguler le trafic endocytaire.
La bactérie Legionella Pneumophila envahit et se réplique dans les macrophages alvéolaires.
Suivant son entrée dans la cellule, L. pneumophila module la formation du phagosome en niche
réplicative qui exclut Rab5, évitant ainsi d’étre redirigé vers la voie endosomale-lysosomale
permettant la dégradation du pathogéne. Durant son invasion, ce pathogéne induit I'activation de la
caspase 3 via l'injection intracellulaire de protéines Dot-lcm et ce, de maniére indépendante de
I'activation des voies intrinseéque et extrinséque de I'apoptose de I'hdte. La beauté de cette étude
est qu’elle démontre que la caspase-3 activée permet d’inhiber la voie de dégradation endosome-
lysosome via le clivage de Rabptatin, soit I'effecteur le plus important de Rab5 dans les
mécanismes de fusion menant a la voie de dégradation lysosomiale (494). Autre fait intéressant
est que 'apoptose initie aussi le clivage de EEA1, soit un autre effecteur impliqué dans la fusion
des vésicules issues de I'endocytose avec les endosomes précoces (267). Par conséquent,
I'activation de la caspase 3 pourrait défavoriser les événements de fusion des endosomes précoces
avec les MVB en régulant négativement les effecteurs de Rab5 dans notre systéeme. Ainsi, ce
premier indice pourrait suggérer que I'activation de la caspase-3 favorise I'équilibre fusionnel des
MVB vers la membrane plasmique plutét que vers la voie endocytaire de dégradation via la
protéolyse des effecteurs des Rab. De maniere intéressante, le groupe de Marhus et al. ont
observé que différentes protéines associées a I'’endocytose forme un interactome qui servirait de
substrat pour les caspases effectrices durant I'apoptose. Ces observations suggérent que la phase

effectrice de I'apoptose inhiberait les mécanismes d’endocytose.
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2°™ indice : Rab7 et la voie de dégradation lysosomiale

Rab7 est une protéine principalement impliquée dans les événements menant a la voie de
dégradation lysosomiale associée aussi a la voie autophagique. Elle favorise entre autre la fusion
des lysosomes avec 1) les MVB ; 2) les autophagosomes et 3) les amphisomes (148). Rab7 ne
semble pas étre impliqué dans la fusion des organelles endosomales avec la membrane plasmique.
Il semble davantage associé aux évenements de fusion avec les lysosomes afin de terminer le
processus de dégradation.

3°™ indice : Régulation des rabs et de leurs effecteurs durant I’'apoptose

L’étude du Legionella Pneumophila suggére que la caspase-3 activée peut réguler le trafic
endosomal. Mon premier réflexe fat d’évaluer si d’autres Rab ou leurs effecteurs sont directement
clivés durant I'apoptose. La banque de données CASBAH disponible sur 'internet regroupe tous les
substrats pouvant étre clivés durant I'apoptose (267). Ces données proviennent entre autre d’une
étude protéomique ayant déterminé différents sites de clivage de différents substrats selon la
structure tridimensionnelle des protéines et non seulement sur des séquences d’acides aminés.
CASBAH comptabilise 4 protéines associées a la famille Rab clivées durant I'apoptose : Rab2a,
Rabaptin-5 et Rab10, Rab11b. De maniére intéressante, ces Rab sont impliquées dans le transport
vésiculaire en général. Parmi celles-ci, Rab11b est le candidat le plus intéressant concernant la
régulation des mécanismes de fusion des MVB avec la membrane plasmique. De plus, nous avons

identifié Rab11b dans le SSC-apo a I'aide d’'une approche protéomique (en solution).

Rab11 a et Rab11b

Rab11a et Rab11b sont des protéines surtout impliquées dans des événements de fusion
homotypique et hétérotypique des organelles vésiculaires et avec la membrane plasmique. En
général, il est dit que Rab11 (forme non spécifiée) est impliqué dans la fusion des MVB avec les
autophagosomes afin de générer les amphisomes et semblerait aussi étre impliqué dans la fusion
des MVB avec la membrane plasmique (480, 495). Ces résultats suggerent que différents
isoformes de Rab11 puissent avoir des fonctions différentes dépendamment de leur localisation et
de leur niveau d’expression. Selon la littérature récente, il semble qu’effectivement, Rab11a et
Rab11b different de maniére importante sur plusieurs points. En premier lieu, leur localisation
cellulaire semble étre différente. Rab11a est davantage associé a la membrane plasmique tandis

que Rab11b est davantage associé aux organelles de la voie endocytaire (496-498). Malgré que
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Rab11a et Rab11b partagent 90% d’homologie de séquence, des études de cristallographie ont
révélé que leur structure tridimensionnelle différe significativement (499). Ainsi, soit que la structure
tertiaire de Rab11a ne permet pas aux caspases de procéder a la protéolyse de ce substrat ou le
complexe au sein duquel se retrouve Rab11a n’est pas accessible au clivage par les caspases. Ce
point pourrait expliquer le fait que Rab11a n’ait pas été identifié dans I'’étude protéomique des
substrats de caspases de Mahrus et al. (207), et ce, malgré la présence du méme site de clivage
que Rab11b dans la séquence primaire d’acides aminés. Finalement, Rab11b régule négativement
la sécrétion de type calcium dépendante et favorise la voie de sécrétion constitutive de maniére

spécifique au type cellulaire étudié (500).

En résumé, le clivage de Rab11b (et non de Rab11a) suivant I'activation de I'apoptose permettrait
1) de freiner la fusion des MVB et des autophagosomes impliqués dans la formation d’amphisomes,
2) de favoriser de maniére générale des évenements de fusion avec la membrane plasmique de
maniére calcium dépendant. Ainsi, I'apoptose défavoriserait la voie de dégradation
autophagique des MVB via une protéolyse de Rab11b par les caspases. Cela pourrait
influencer I’équilibre fusionnel des MVB (et ou des amphisomes) vers la membrane
plasmique via Rab11a en partenariat avec Rab27. Ceci pourrait expliquer le relargage des
nanovésicules dans le milieu extracellulaire suivant un stress apoptotique. De plus, la
diversité d’'organelles endosomales générées durant l'autophagie pouvant fusionner avec la
membrane plasmique, contribue probablement a la diversité des médiateurs retrouvés dans le

milieu extracellulaire (Figure 46, fleches rouges vers la membrane plasmique).

GDI-2

Une autre approche que j’ai utilisée concernant le réle potentiel des caspases effectrices dans la
régulation des Rab et la fusion membranaire, consistait a évaluer si leurs effecteurs connus (GAP,
GEF’ GDI et GDF) sont clivés durant I'apoptose. Compte tenu que les Rab puissent jouer plusieurs
rbles redondants, la régulation des Rab par la protéolyse de leurs inhibiteurs permettraient d’ajouter
une étape additionnelle de régulation. A ma grande surprise, mes recherches ont révélé plusieurs
points trés intéressants : 1) Rab11 (forme non spécifiée) est impliqué dans le transport vésiculaire
vers la membrane plasmique et est spécifiquement et préférentiellement la cible des GDI (forme
non spécifiée) (501); 2) GDI-2, et non GDI-1, est clivé par la caspase-3 durant I'apoptose (502) ; 3)
GDI-2, et non GDI-1, lie de maniere statistiquement significative (503 , 504) des Rab associés a
I’endocytose (Rab5), au transport vésiculaire du TGN a la membrane plasmique (Rab8) (505) ainsi
que Rab11a et Rab11b ; 4) GDI-2 et GDI-1 ont des affinités différentes pour les Rab (506). De
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cette facon, les caspases effectrices activées pourraient cliver un complexe protéique

incluant GDI-2 et Rab11b détournant I'équilibre de la voie endocytaire vers la sécrétion

plutét que vers la dégradation. Le clivage de GDI-2 a l]a membrane plasmique permettrait de

libérer Rab11a et favoriser les mécanismes de fusion avec la membrane plasmique.

En résumé, je propose que dans notre systéme, la régulation des Rab durant la phase effectrice de

I’'apoptose influence positivement la sécrétion exosomiale de la maniére suivante (Figure 46):

1)

La déprivation de facteur de croissance initie une réponse autophagique permettant de
générer une population hétérogéne d’organelles endosomales hybrides fusionnant
avec les lysosomes et dirigés vers la voie de dégradation;

Rab11a est inhibé par GDI-2 durant I'autophagie, inhibant ainsi la fusion des MVB avec
la membrane plasmique; Rab11b participe a la fusion des MVB avec les
autophagosomes;

L’autophagie et l'induction de l'apoptose favorisent une augmentation intracellulaire
calcique, favorisant ainsi les événements de fusion et de sécrétion calcium dépendants;
Suivant I'activation de la caspase-3, 'endocytose et la fusion des endosomes précoces
avec les MVB sont inhibées via la dégradation des protéines régulatrices de Rab5 de
I’endocytose (EEA1, Rabaptin);

Rab11b (et non Rab11a) est clivé durant I'apoptose mettant un frein aux événements
de fusion entre les MVB et des autophagosomes et a la voie de dégradation;

De concert avec une augmentation calcique intracellulaire, 'activation de la caspase-3
initie le clivage de GDI-2, permettant ainsi a Rab11a de participer a la fusion des MVB
(et probablement des amphisomes) avec la membrane plasmique, favorisant ainsi la

sécrétion non conventionnelle.
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Figure 46: Schéma récapitulatif illustrant la participation des caspases effectrice de 'apoptose dans la
régulation des voies de sécrétion non conventionnelles associées a une fusion avec la membrane

plasmique. Généré par I.S.
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Légende : Lorsque la voie effectrice de I'apoptose est activée (fleches rouges), les caspases clivent des
substrats spécifiques redirigeant la voie de dégradation initiée suivant un stress autophagique vers une voie de
sécrétion non conventionnelle généralisée. Ainsi, parallelement a 'augmentation calcique intracellulaire, les
organelles formées durant I'autophagie (fleches vertes) fusionnent avec la membrane plasmique (PM et
fleches rouges). La protéolyse de Rab11b et de GDI-2 favoriserait les évenements de fusion avec la

membrane plasmique et le relarge non conventionnel de différents médiateurs.



Conclusion

‘First, do no harm’.

- Hippocrate et (507)

Les travaux présentés dans cette thése forment un continuum avec I'hypothése de réponse a
l'insulte proposée par le Dr Russell Ross (59) et le Danger Model proposé par Polly Matzinger (508,
509). Le Danger Model propose que le systeme immunitaire est davantage concerné par le
dommage tissulaire et il est davantage sollicité par les tissus qui envoient des signaux d’alarme que
par la reconnaissance de molécules du non soi. Ce modéle propose que les APC sont activés en
réponse aux signaux d’alarmes provenant des cellules stressées par des agents exogénes (LPS) et
des agents endogénes ADN, ARN, HSP, INF-gamma, CD40L résultants d’infection ou de
dommages mécaniques associés aux manceuvres chirurgicales. Le point le plus important est que
ces signaux ne doivent pas étre générés par des cellules saines ou subissant une mort
physiologique (incluant I'apoptose) (507). Les récepteurs de la famille des toll-like receptors (TLR

TLR2, TLR4 et TLR9) permettraient aux APC de reconnaitre ces signaux d’alarmes (508, 510).

Le Danger Model permettrait d’expliquer pourquoi un foetus qui est par définition un corps étranger,
n'est pas rejeté par la mere. Compte tenu qu’un feetus qui se développe normalement ne déploie
pas de signaux d’alarmes, le systéme immunitaire n’est pas concerné par le feetus. En lien avec le
Danger Model, les cellules tumorales pourraient déjouer le recrutement du systéeme immunitaire
compte tenu qu’elles se répliquent, elles semblent ‘saines’ et n’envoient de signaux d’alarmes
(507). Le Danger Model suggére une explication relative a I'effet bénéfique des greffons provenant
de donneurs vivants comparativement aux greffons d’origine cadavérique. De maniére évidente,
les greffons d’origine cadavérique subissent des dommages tissulaires d’origines systémiques

pouvant générer des signaux d’alarmes avant méme d’étre transplantés (511).

Les progres réalisés entourant l'utilisation d’immunosuppresseurs et la diminution importante du
rejet aigu sans toutefois d’amélioration importante concernant le rejet chronique démontre que la
participation du systéeme immunitaire représente seulement une partie du casse-téte. Mes travaux
m’ameénent a comprendre qu’en fait, différentes catégories de signaux sont générés avant, pendant
et aprés la transplantation contribuant au développement de la vasculopathie du greffon. Ainsi,
selon I'hypothése de réponse a linsulte proposée par Russell Ross, des facteurs non-

immunologiques et immunologiques participent, directement ou indirectement a induire I'apoptose
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des cellules vasculaires du greffon (Figure 47). Parallelement, et de fagon sous-estimée, les
manceuvres péri-opératoires et I'état vivant ou cadavérique du greffon génerent la production de
signaux d’alarmes (Danger Model) sollicitant le systéme immunitaire a répondre aux dommages
cellulaires mécaniques. Ceci a pour effet d’amplifier la participation des facteurs immunologiques
dans linitiation de la VG. Les signaux d’alarmes ne sont pas les seuls a générer des boucles
d’amplification. Tel que décrit précédemment, I'apoptose endothéliale est un mécanisme d’insulte
commun aux facteurs non-immunologiques et immunologiques. Afin de répondre a l'insulte et de
réparer le dommage vasculaire, I'apoptose endothéliale génére un testament protéique et
nanovésiculaire via des voies de sécrétion non conventionnelles. Cet aspect non canonique de la
sécrétion permet entre autre de s’assurer que les signaux post-mortem (SPM) de I'apoptose
endothéliale soient générés seulement lorsque la cellule a atteint un point de non retour mortel.
Ces SPM incluent des molécules favorisant le recrutement de macrophages professionnels et non
des neutrophiles, permettant ainsi de ne pas générer une réponse inflammatoire exhaustive et
d’initier le processus de ‘nettoyage’ des corps apoptotiques. De plus, I'apoptose endothéliale
semble générer un type particulier de SPM, des nanovésicules de type exosomial, capable de
promouvoir des activités de réparation vasculaire. Ces nanovésicules offriraient plusieurs
avantages, incluant une stabilisation des médiateurs impliqués dans la signalisation intercellulaire
et une signalisation sur une longue distance. Les prochaines années seront riches en découvertes

concernant le réle réparateur des nanovésicules issues de I'apoptose endothéliale.

Plusieurs boucles d’amplification participent au maintien des facteurs d’initiation de la VG, illustrant
ainsi la complexité de ce phénoméne. Lorsque les stress initiaux sont maintenus, I'apoptose
endothéliale continue de générer les SPM qui ne font que leur travail, i.e. de réparer les vaisseaux
endommagés. Ainsi, ce remodelage vasculaire devient chronique et contribue a la réduction de la
lumiére vasculaire générant de maniére répétée des épisodes d’'ischémie et une dysfonction du
greffon. Ces épisodes d’ischémie génerent directement un stress apoptotique aux cellules
environnantes, soutenant ainsi la production de SPM. De plus, de fagon indirecte, ces épisodes
ischémiques peuvent amplifier les facteurs d’initiation de la VG (immunologiques et non
immunologiques) qui forment une boucle d’amplification entre eux. Conséquemment, cette
schématisation permet de mieux comprendre pourquoi nous n’avons pas réussi encore a enrayer le

rejet chronique seulement a I'aide d'immunosuppresseurs.
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Figure 47: Schématisation des événements participant au développement de la vasculopathie du

greffon. Générée par L.S.
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Légende : Suivant une période d’adaptation (fleches bleues), plusieurs facteurs initiaux participent a induire
I'apoptose endothéliale (fleches jaunes). De plus, certains signaux d’alarmes (Danger Signals) contribuent
parallelement a amplifier les facteurs immunologiques initiaux impligués dans la procédure chirurgicale de
transplantation (fleches rouges). Suivant Iinduction de I'apoptose endothéliale, des signaux post mortem
(SPM) sécrétés via des mécanismes non conventionnels (fleches vertes) participent a initier une réponse de
réparation (tableau). La maintenance des facteurs initiaux menant a I'apoptose endothéliale soutient la
production de SPM contribuant au rétrécissement de la lumiére vasculaire ainsi qu’a des épisodes
ischémiques contribuant a la dysfonction du greffon. En retour, plusieurs boucles d’amplification (fleches

noires) contribuent a soutenir les facteurs d’initiation associés au développement de la VG.

En grande conclusion, I'étude du sécrétome libéré par les CE apoptotiques m’a guidée vers la
découverte de nouveaux médiateurs impliqués dans le remodelage vasculaire pathologique. Mon
projet illustre un bel exemple synergique entre I'élaboration d’'une hypothése initiale et des
hypothéses générées a partir de données protéomiques. Dans cette thése, le point de départ
concernait la problématique associée au rejet chronique conséquent a la vasculopathie du greffon.
L’hypothése initiale reposait sur I'importance de I'endothélium en réponse au stress apoptotique et
son implication paracrine dans linitiation de la réparation vasculaire. En adressant la question :
que sécréte spécifiquement les cellules endothéliales apoptotiques, les données protéomiques ont
révélé que I'apoptose génére plusieurs médiateurs de réparation vasculaire, que ces médiateurs
sont sécrétés de maniére non conventionnelle, que les caspases effectrices régulent
potentiellement ces voies de sécrétion, et que les SPM de nature nanovésiculaire seraient
particulierement importants dans le processus de réparation vasculaire. Dépendamment du stress
subit par la cellule, ses mémoires métaboliques sont inscrites dans son testament vésiculaire. Les
SPM générés durant 'apoptose endothéliale seront certainement de futurs biomarqueurs associés

au remodelage vasculaire pathologique.
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Les connaissances évoluent, mais la vérité est immuable. Les confondre, c’est faire preuve

de naiveté.

- Moise Bendayan



Annexe 1 - La classification de Banff

Reproduit de (28) avec la permission de John Wiley and Sons, Copyright 2010.

Banff "09 Meeting Report
Table 1: Banft 97 diagnostic categorias for renal sliograft biopsies—Banft 09 update

1. Normal
2. Antbody-madizted changes {may coincida with categones 3, 4 and & and &)

Due to documentation of circulating anticonor antibody, C4d,! and allograft pathology
C4d geposition without morphoiogic evidence of active rejection

C4a+, presenca of circulating antidonor antibodies, No Signs of acute or chronic TCMA or ABMR (Le. g0, cg0, ptcO, no ptc lamination
(<5 kayers by electron microscopy), no ATNHIke minimal Inflammation). C3sas with simultanaous bordariing changes are
considered 25 Indaterminate

Acuta antibody-madiated rejaction’

C4d+, presenca of circulating antidonor antibodies, morphologic avidence of acute tissue Injury, such as (Type/Grade)

I. ATN-Ike minimal Infiammation

I1. Caplllary and or glomerutar Infizmmation {ptc/g =-0) and/or thrombosas

. Arterial - v2

Chronic active antibody-medated rejection?

C4d+, presence of circulating antidonor antibodies, morphologic avidence of chronic tissue injury, such as glomerular double
contours andlor parftubular caplilary basemant membrane multiayering andfor Interstitial fibrosistubular atroply analor Nbrous
Intimail thickening In arterias

3. Borderlina changes: *Suspiclous’ for acute T-call mediatad rajection (may coinckde with categories 2 and &, and &)

This category Is used when no Intimal arteditis s presant, but there are focl of tubulis {1, t2 or t3) with minor Intarstitial Infitration (10

or 11) or Interstitial infiltration {12, 13) with mikd (t1) tubulitis
4. Foall medisted rejection (TCMR, may coincide with categories 2 and 5 and 6)
Acute Tcell madiated rejaction (Typa/Grace:)

IA. Cases with significant Interstitial Infitration (- 26% of perenchyma affacted, 12 or I3} and focl of moderate tubulis (12)

1B. Cases with significant intarstitial Inflitration (=-25% of parenchyma affacted, 12 o 13) and fodl of severe tubums (t3)

IA. Cases with mild to moderate Intimal arteritis (V1)

11B. Cases with severe Intimal arteritls comprising =»25% of the luminal area (v2)

Hi. Cases with “transmural’ arteritis andfor arterial florinoid change and necrosis of medial smooth muscie calls with accompanying

Inflammation (v3)
Chronk active Tcell madiated rejaction
“‘chronic aliograft arterlopathy” (arterial Intimal fibrosis with mononuciear call Inflitration In fibrosis, formation of neodntima)
5. Interstetial nborosls and tubular atroply, No evidence of any spacific eticlogy

(may Include nonspecific vascular and glomerular sclerosis, but severity graded by tubulointerstitial features)

Grage

1. Mid Interstitial fibrosis and tubular atrophy {«<25% of cortical area)

1. Moderate Interstitial fibrosts and tubular atropity (26-50% of cortical araa)

HI. Severe Interstitial fibrosis and tubular atropiy/ 10ss (=50% of cortical area)

€. Othar: Changas not considerad to ba due to rejaction- acute andfor chronic (For diagnoses see table 14 In {49); may Include Isolated
g. ©g. or cv laslons and coincide weth categories 2, 3, 4, and B)

ATN, acute tubular necrosis.
The 2008 updates are unoearined. All axisting scoring categories (g, t, v, I, ptc, ¢g. 2, ¢, cv, ah, mm) remain unchanged 45, 49).
TPlagse refer to Banft 2007 classification paper (45).

Zsuspicious for antbody-madiated rejection If C4d (n the presenca of antibody) or slicantbody (C4d+) not damonstrated In the presance
of morphoiogic avigenca of tissue injury.




Annexe 2 - Nomenclature de la mort cellulaire

Ces 3 tableaux sont reproduits de (176) avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Cell Death and
DIfferentiation; copyright 2009.

Tabie 1 Cal doamh manodology

Definition Notes Methods of detection’™
Moleculer or mophobgicel crienia to define desd cells
Loss of plasma Plasma memixane has traken down, msuingin he  {IF) Micw: and/or FACS %0 assess he exclusion of
mambxane nlegrity loss of cel's idertity vitd dyes, in i
Call fragmertation The cel induding its nudeus ) has undemyone compliste  (IF) Maos%
fagmertason into discmte bodies (usudlly rdermd o FACS quan on o hypodiplad everts
as apoptoic bodes) EWwG, peak)
Enguimert by adjpcent  The corpse or 15 ragments have been phagocytosed  (IF) Microscopy
calls by neighboring cells FACS cdlocsizaion studies

Praposed paints-of-no refurn o define dying cells
Massive aclvason of Caspases execute the cassic popitc progam, yetin - Inmuncabbtng
cHEpase s several hstances, caspase-independert deathocowrs.  FACS quan$ficasion by meansof fluomgenic substrates
Momover, caspases are invaved in non-latha o specific antibodies
processes induding dilerenSaSon and acSvason of
ool

AY,_ despaton Potracted AY, loss usualy precedes MMP and call FACS quanSficstion with A'Y,_-sensifve probes
death; however, ransien! dissipason is not always a Calosin-cobalt lechnique
lotal evert

MV P MMP results in he beration of bha IF colocalzason studies
cata ernzymes or acivatoss of such enzymes. Immuncbbting afer subosliular fracSonaon

Nonetheless, patid permeabilzason may not
necessadly lsad 1o call death

PS eposure PS exposum on e outer leaflet of the plasma FACS quan$fiction of Amexin V binding
membrane olten & an earlyevent of apaplosis, but may
be mversitie. PS exposure oocurs @so in T-cel
actvason, without call death

Operative definifion of cell death, i parficuar in cancer msesrch
Loss of donogenic This method does not disinguish call death from Conogenic assays
surviva long{asing or irmvessibis cel cycs arest

fobraviations: AY,, mtochondtal taramombrane parmeablzation; FACS, fucresconco-acivatod cel somer, IF, Immuncfuomsconce; MMP, mbtochondtd
mambrane permeatlizaton; PS, prosphatdytotne



Table 2 Dstnct modaltios of coll cha™h

Cell death mode  Morphological festures Notes

Apoptasis Rounding-up of the call Apoptosis’ is e odginal term introduced by Kerr of 21" to
Retracson of pseudopodes define atype of cel death with speclic marphdogics
Reduction of callular and nudlear valume (pyknosis) fsatums. osis is NOT a synonym of pogrammed
Nudear fragmentation faryorrhex) odll death or caspase acivaton.
Minor modificaion of cytoplasmic
Plasma membane blebbing
Enguitment by residert phagocytes, in vivo

Audtophagy Lack of chromatin condensaion Auophagic cel death’ defines call death oocurdng with
Massive vacudizason of he cytoplasm ::m . fough T may misleadingly suggest a form of
Accurmudiation of (doul autophagc vacudes ocourrng by au?rng as this process ften
Lins or no uptake by phagocysic cels, in vivo promates oall survival =™

Comifiction Bimnation o cytosdic organelles CTomified ervebpe’ fornation or kerathization'is spedficol
Modiic sSons of plasma memixane e =in %o create a bamier lunction. Athough apoptosis can
Accurmuiation of pids in Fand L ues be induced by injury h he basy epidermal LUV
Bxusion of Mb;ltho atra space mam).mm & axclusive of he mg}gﬁs
Desquamaion (loss of comeocytes) by protease activasion  (ganular kayer and stratum comeum).” ™™

Nocrosis Cytopiasmic sweling (oncosis) Necosis' idenSfies, in a negaive fashion, cell death lacking
Fuwptre of plasma membrane e leatures of osis or autophagy Note that necrosis
Sweling of cytoplhasmic organelivs can oocour ina regulated tashion, in g a prcse
Moderate chramatn condensason sequence of Signads.




Table 3 Sochamical aspects of datingt modiiten of cllular ctaboliam

Coll death  Blochemical foatures Mothod s for detection™™
mode
Apoptods Actvation of Bch 2 iy IF micmscopy locaiaton sudies
protens (0.9, Bax, 84 ITmunobiosing canformation gpaciic ansbodios
Acvaton of caspasos CaodmettcMuoragenic subamate- ased ascays In Ive cols
subaato-asod ascays o lySates In micmttor gates
FACSTF micmacopy quantficasionw ih antbodios specfically mcagnizing 1o acive fom of
micmacopy asbodias Spad’c 4 doaved Cagpaco substans
FACSIF micmacopy quantficason wih flucragenic
IMMUNCDIDTING A6S0SAMON: Of G5 PASO-ACVATON 30
ITMUnobiotIing 6S05EMent of T deVage Of REPaso prducts
A¥, dacipaton Cacancobdt sedhniqu miCmacopy)
" wquﬂaﬁmwn‘av,.mm
Oxygen comumption Sudes (polamgaptyy)
MuE Cdotments 3chniques %0 256056 10 accosabily of aogenous ubsiates 10 IM-embadded
acwvibios
mmdlﬁmwmmm
FACS assisted detecton of pammeters of purfled misodhondta
m.omuum mitochondtal alteations n putfed mbtochondra
IF mcmsoopy colocalzason studes of IMS pmteins (0.9, Cyt 9 wih sesdio misochondtal
:M()og,mu
Immunobioting dtection c?asm(cg.cyd)wc“w
Qigonudecsomal DNA fagmentaton DNA laddars
FACS quantficasion of nypodpiad colls (sub G, poak)
TUNEL xsays
Aagma Momband mptun CoodmettcMuoragoenic subamto- tasod astays of CubuD SUPOMAtNt Inmiarotter plases 10
htorming 1o reibase of cytosolc oS
a&mmmmw
FS aposun FACS quantfication of Annadn V binding
ROS overgenomsion FACSTF micmacopy quantficasion wih ROS sondve probes
6 DNA acaumedaton FACS quantfication with ssDNA sped®c antbodios
Ascphagy  Boclind dosociRdon fom Bck2X.  Co mmuncpeedplaton sudos
Dopondoncy on atggene poduts Gonetc sLidos (0.9, Mnackout madels, RNA noriaranca placmic divan ovar peoasian Sysiames)
L3120 O3 N corwardon IF micmscopy with GF A LGS Lsion
mmwm
2" degmdasion ITMUNCbioTIng Win pS2 spachic ansbodes
Comficasion Expeession of TGs Wmmmeumwtams
Exproasion of TG substmtes Immuncbioting with antbodias spociic for TG subarates (0.9, oricdn, SFR, volucen
1 ech
Croasinikng acivty HALC detection of K Lisadipepide bonds
aadaverng Incopomtion D detect TG actvity n Sscues
Radiohbolad putesdnd NCOPOmTon 10 detec TG acivly n coll axtmcs
Neaos s Acvaton of calpains Cdotmentc/Mucragenic subamte- tesed ascays of col ysates n miaodter pltes

Acwvaton of cathepsing

Dwmp of ATF lovels
HWGEE 1 mioaso

e

Aagma memban LpuD

RIP1 progpeaey e
AP ubiqiTnaton

ROS overgenomtion
Spechic PARP1 cioavage patom

CdotmettcMucragenic subamte- esed ascays In e cols
Caotmentc/Mucragenic subamto- tesed assays o col ysates n miaomier plRtes
Luminometrc asseasmonts of ATHADP mto

Immuncbioting o cubure madium with HMGE-1-gpedfc antbodia

FACS quantfication wih lysomorprodrogc probas
CaotmoattMuoragoenic subamto- hasod astay's of CUbUD SUPOMAINT Inmiarotter plates
torming 1o reinase of cytosolc enzymate acivitos (0.9, LDH) =
FACS quantficasion with vial dyes

Ree hoedvial ¥

dbization; Ot ¢, cytocivome & FACS, luaeacent activatud ool 2ot GFP, grane fucreaceet peoban,

Abovation A rboare

HPLC, WI“ mw F. mmurcfomeasos. M, m o hooddal .mmm mibce hoodel it mam brane space, LDH, Rctte
VP, lyscaomd mambrane pamabizdion, MMP, mochondid menty ane pamabistion, PSS phaphtid@ain, cRTPCR nddme
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