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Résumé

Les cellules endothéliales progénitrices («Endothelial Progenitor Cellsy», EPCs) sont
des précurseurs endothéliaux qui possédent un potentiel considérable dans la réparation et la
régénération vasculaire. Dans le contexte des maladies cardiovasculaires, la compréhension
du role des EPCs dans la régulation de la thrombogenése et la réparation endothéliale est
pertinente et nécessaire pour comprendre leur potentiel thérapeutique.

Nous avons rapporté que les EPCs interagissent avec les plaquettes via la P-sélectine
et inhibent I’adhésion, I’activation et 1’agrégation des plaquettes ainsi que la formation de
thrombus. Plus récemment, nous avons démontré que les EPCs expriment le récepteur
inflammatoire CD40 et il est bien connu que les plaquettes constituent la source principale
de la forme soluble de son agoniste le CD40L («soluble CD40 Ligand», sCD40L). Ainsi,
nous avons émis I’hypothése principale que 1’axe CD40L/CD40 dans les EPCs influence
leurs fonctions anti-thrombotique et pro-angiogénique.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons réussi a générer des «early» et «late» EPCs
a partir de cellules mononucléaires du sang périphérique («Peripheral Blood Mononuclear
Cells», PBMCs) en culture. Nous avons mis en évidence 1’existence de 1’axe CD40L/CD40
dans ces EPCs en démontrant 1’expression des protéines adaptatrices, nommées les facteurs
associés au récepteur du facteur de nécrose tumorale («TNF Receptor Associated Factorsy,
TRAFs). Dans une premiere étude, nous avons investigué 1’effet du sCD40L sur la fonction
des «early» EPCs dans I’agrégation plaquettaire. En effet, nous avons démontré que le
sCD40L renverse leur effet inhibiteur sur 1’agrégation plaquettaire, et ce sans avoir un effet
significatif sur la sécrétion de prostacycline (PGI,) et d’oxyde nitrique («Nitric Oxide», NO)
par ces cellules. De plus, aucun effet du sCD40L n’a été noté sur I’apoptose et la viabilité de
ces cellules. Par contre, nous avons noté une augmentation importante du stress oxydatif
dans les «early» EPCs suite a leur stimulation avec le sCD40L. L’inhibition du stress
oxydatif renverse 1’effet du sCD40L sur les «early» EPCs dans I’agrégation plaquettaire.
Ces résultats pourraient expliquer, en partie, la fonction réduite des EPCs chez les individus
présentant des niveaux élevés de sCD40L en circulation.

Dans une deuxiéme étude, nous avons étudié I’effet de sSCD40L dans la fonction des

«early» EPCs en relation avec 1’angiogenése. Nous avons identifi¢, dans un premier temps,

il



les métalloprotéinases de la matrice («Matrix Metalloproteinases», MMPs) qui sont
sécrétées par ces cellules. Nous avons trouvé que les «early» EPCs relachent principalement
la MMP-9 et que cette relache est augmentée par le SCD40L. Le sCD40L induit aussi la
phosphorylation de la p38 MAPK qui contribue a augmenter la sécrétion de MMP-9. Des
études fonctionnelles ont démontré que le prétraitement des «early» EPCs au sCD40L
potentialise la réparation endothéliale des HUVECs.

En conclusion, I’ensemble de nos travaux, dans le cadre de ce projet de doctorat,
nous a permis d’élucider les mécanismes responsables de 1’action du sCD40L sur les effets
inhibiteur et angiogénique des «early» EPCs dans ’agrégation plaquettaire et I’angiogenese,
respectivement. Ces résultats ajoutent de nouvelles connaissances sur le role des EPCs et
pourront constituer la base pour des études futures permettant de corréler les niveaux élevés
du sCD40L circulant et I’incidence des maladies cardiovasculaires, particulieérement

I’athérothrombose.

Mots clés: Cellules endothéliales progénitrices, plaquettes, CD40L, TRAF, MMP,

thrombose, angiogenese
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Abstract

Endothelial progenitor cells (EPCs) are endothelial precursors which possess a
considerable therapeutic potential in vascular repair and regeneration. In the context of
cardiovascular diseases, the understanding of the role of EPCs in the regulation of
thrombogenesis and endothelial repair is relevant and necessary to the understanding of their
therapeutic potential.

We have shown that EPCs interact with platelets via P-selectin and inhibit the
adhesion, activation and aggregation of platelets as well as thrombus formation. Recently,
we have shown that EPCs express the inflammatory receptor CD40 and it is well known that
platelets are the main source of the soluble form of its agonist CD40L («soluble CD40
ligandy, sCD40L). Hence, we have hypothesized that the CD40L/CD40 axis in EPCs
influences the anti-thrombotic and pro-angiogenic functions of EPCs.

To verify this hypothesis, we have successfully generated early and late EPCs from
peripheral blood mononuclear cells in culture. We have demonstrated the existence of the
CD40L/CD40 axis in EPCs by showing the expression of adaptor proteins, named tumor
necrosis factor associated factors (TRAFs). In our first study, we investigated the effect of
sCD40L on the function of early EPCs in platelet aggregation. Indeed, we have shown that
sCD40L reverses their inhibitory effect on platelet aggregation without having an effect on
prostacyclin (PGI,) and nitric oxide (NO) secretion by these cells. Moreover, no effect of
sCD40L has been noted on the apoptosis and viability of these cells. However, we have
shown a significant increase in oxidative stress in early EPCs following sCD40L
stimulation. The inhibition of oxidative stress reverses the effect of sCD40L on early EPCs
in platelet aggregation. These results could partially explain the decreased function of EPCs
in individuals displaying higher levels of sCD40L in circulation.

In our second study, we have studied the effect of sCD40L on the function of early
EPCs in relation to angiogenesis. First, we have identified the matrix metalloproteinases
(MMPs) which are secreted by these cells. We have found that early EPCs mainly release
MMP-9 and that this release is increased by sCD40L. The sCD40L also induces the
phosphorylation of p38 MAPK which contributes to increase the secretion of MMP-9. In



functional studies, we have shown that pretreatment of early EPCs with sCD40L can
potentialize HUVEC endothelial repair.

In conclusion, our work in the context of this doctoral research project has allowed
us to study the mechanisms involved in the role of sCD40L in the inhibitory and angiogenic
function of early EPCs in platelet aggregation and angiogenesis, respectively. These results
add new insights to the role of EPCs and could constitute the basis for future studies
allowing for the correlation between high levels of sCD40L and the incidence of

cardiovascular disease, particularly atherothrombosis.

Key words: Endothelial progenitor cells, platelets, CD40L, TRAF, MMP, thrombosis,

angiogenesis
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Chapitre 1
Les cellules endothéliales progénitrices



1.1. Introduction

Les maladies cardiovasculaires constituent actuellement la premicre cause de déces dans le
monde.' Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 17 millions de décés ont été
rapporté dans le monde en 2008 dus aux maladies cardiovasculaires; et, ce nombre continue
d’accroitre. L’OMS estime qu’en 2030 ce nombre atteindra plus de 23 millions.' La mortalité
due aux maladies cardiovasculaires est surtout notée chez les individus agés de plus de 65 ans.**
Il semblerait que les femmes et les hommes sont également touchés; par contre, on observe plus
de décés chez les femmes.*

Le systéme vasculaire est un systtme essentiel a l’organisme représentant le moyen
fondamental nécessaire a la livraison des éléments nutritifs contenus dans le sang,
principalement I’oxygeéne, aux cellules et permettant leur croissance, leur réparation et leur
survie. De plus, celui-ci permet de livrer des éléments nutritifs aux organes distaux de
I’organisme. Le développement du systeme vasculaire débute au stade embryonnaire et il est le
premier systeme fonctionnel qui est développé chez I’embryon. Les maladies cardiovasculaires
ont incité 1’'intérét de la recherche scientifique dans le développement de moyens qui
permettraient la réparation et la régénération vasculaire et cardiaque. La recherche sur les types
de cellules progénitrices, qui seraient potentiellement impliqués dans la génération de nouvelles
cellules du systeme vasculaire, ont fait le sujet de maintes études. Dans cette these, les maladies
cardiovasculaires, particulicrement 1’athérosclérose et les maladies coronariennes aigues, et le
role des cellules progénitrices endothéliales («Endothelial Progenitor Cells», EPCs) dans le
systeme vasculaire seront discutés et étudiés. Ce chapitre discutera, plus spécifiquement, la
source, la nature et les types d’EPCs ainsi que I’effet de I’incidence de maladies

cardiovasculaires sur la fonction de ces cellules.

1.2. La vasculogenése et I’angiogenése

Le développement vasculaire embryonnaire est permis par un processus nommé la
vasculogenése, caractérisé par la différenciation in situ des cellules endothéliales vasculaires qui
serviront comme «tapis» recouvrant la surface interne des vaisseaux sanguins de ’organisme.™ °
Tout d’abord, un processus de gastrulation est responsable de la formation du mésoderme, puis
une sous-population de cellules mésodermiques primitives, nommées les angioblastes, sont

engagées a la différenciation en cellules endothéliales qui elles-mémes forment le systéme
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vasculaire primordial chez I’embryon. La vasculogenése est basée sur la formation d’ilots
sanguins composés de cellules souches hématopoiétiques entourées par des cellules
angioblastiques en périphérie.” Par la suite, ilots sanguins fusionnent pour permettre la
différenciation endothéliale et la formation du plexus capillaire primaire.® Une fois que ce
systéme primitif est établi, une étape de régression de certaines parties du systeme artériel et
vénal du systéme vasculaire embryonnaire est requise pour assurer le développement fonctionnel
du systéme vasculaire sanguin embryonnaire.” Un processus alternatif, nommé ’angiogenése, est
alors responsable de I’expansion du systéme vasculaire chez 1’adulte qui origine des veinules
post-capillaires, par la prolifération de cellules préexistantes, permettant la formation d’un
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systéme vasculaire complexe.™

1.3. L’hématopoiese et la moelle osseuse

L’hématopoiese est un processus qui se produit tant au stade embryonnaire qu’au stade
adulte et par lequel des cellules précurseurs se développent en cellules sanguines matures. Dans
la vasculogenése embryonnaire, la différenciation d’un précurseur mésodermique en
hémangioblaste est nécessaire et est régulée de facon spatiale et temporelle. L’hémangioblaste a
la propriété¢ de générer les cellules souches hématopoidtiques («Hematopoeitic Stem Cells»,
HSCs) et les angioblastes, tous les deux impliqués dans la formation du plexus capillaire primitif
requis pour la formation des cellules endothéliales.’

Au stade embryonnaire précoce, I’hématopoicse est localisée au niveau du sac vitellin puis
dans le foie. Entre le 3° et le 7° mois du développement embryonnaire, ce processus se produit au
niveau de la rate et de la cavité médullaire. Chez 1’adulte, la moelle osseuse devient le milieu
principal de 1’hématopoiése. La théorie monophylétique de 1’hématopoiese suggere que les
cellules souches hématopoiétiques pluripotentes se divisent pour permettre a la fois le
renouvellement, afin de préserver la réserve de cellules souches, et la différenciation en cellules
précurseurs qui, par la suite, servent a la différenciation de cellules sanguines matures. Plus
particuliérement, les HSCs CD34" ont la capacité de se différencier en cellules unipotentes de
plusieurs lignées cellulaires, telles que les érythrocytes, les monocytes, les lymphocytes, les
thrombocytes ou plaquettes, et les granulocytes.

La moelle osseuse, aussi nommée le tissu myéloide, est un tissu gélatineux constituant la

cavité osseuse. Celui-ci est composé du tissu rouge hématopoiétique, qui sert a la formation de
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cellules sanguines a partir de cellules souches et a la destruction de vieilles cellules sanguines
rouges, et du tissu jaune, qui sert de réserve en gras et se trouve principalement au niveau des os
longs.'” La moelle osseuse est 1’organe principal de 1’hématopoiése, c’est-a-dire le processus
permettant la génération des composantes cellulaires du sang, et est composée de deux
systémes : le tissu hématopoiétique et le stroma. De plus, la moelle osseuse est le seul organe ou
deux cellules souches peuvent non seulement coexister, mais également coopérer.'' Les HSCs
ont initialement été identifiées par Siminovitch ef al. en 1963."* Ce groupe a démontré que ces
cellules multipotentes, c’est-a-dire une cellule unique qui peut se différencier en plusieurs
lignées de cellules matures, offrent une plasticité et ont la capacité de s’auto-renouveler et
maintenir 1’équilibre entre I’auto-renouvellement cellulaire et la différenciation. Initialement, le
marqueur de surface CD34 a été associ¢ a la caractérisation des HSCs; par contre, plus
récemment, d’autres populations de la moelle osseuse ont été considérées comme étant des
cellules souches qui permettraient la différenciation de plusieurs lignées cellulaires.'' D’autre
part, la moelle osseuse contient les cellules souches mésenchymateuses («Mesenchymal Stem
Cells», MSCs), représentant des cellules non-hématopoiétiques du type de tissu connectif, qui
constituent le stroma de la moelle osseuse.'' Le stroma de la moelle osseuse contient des
cellules, telles que les cellules endothéliales, les adipocytes, les cellules musculaires lisses
(«Smooth Muscle Cells», SMCs), les ostéoblastes et les fibroblastes stromales, offrant a la fois
un support structurel et fonctionnel pour 1’hématopoiese par 1’interaction des HSCs avec ce
microenvironnement stromal.”> La plasticité des cellules souches de la moelle osseuse et leur
propriété cardio-myogénique et vasculaire ont suscité ’intérét de plusieurs études.'" *

La différenciation des cellules endothéliales est contrdlée par des signaux portés par des
molécules de croissance. Un des plus importants facteurs de croissance impliqués dans la
vasculogenese est le facteur de croissance vasculaire endothélial («Vascular Endothelial Growth
Factor», VEGF). La liaison de ce facteur a I’un de ces récepteurs, le récepteur 2 du VEGF
(VEGFR-2), détermine la différenciation de 1’hémangioblaste en cellules hématopoiétiques.'
Shalaby et al. ont mis en évidence I’importance du VEGF dans la formation de cellules
sanguines et de vaisseaux sanguins au niveau de la vasculogenése embryonnaire.'® Par la suite, il
a été confirmé que le VEGF joue un rdle essentiel au niveau du recrutement des HSCs au
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microenvironnement permissible 4 I’hématopoiése.'>'” De plus, la liaison du VEGF au récepteur



1 du VEGF (VEGFR-1), permet la survie des HSCs chez I’adulte.'® D’ailleurs, le role essentiel

du VEGF dans la vasculogenése est une voie thérapeutique importante étudiée de nos jours."”

1.4. La vasculogenése chez I’adulte : une nouvelle théorie

La formation postnatale de nouveaux vaisseaux sanguins a été¢ postulée au début des années
1900. Entre autres, deux études ont démontré la formation des vaisseaux sanguins a partir de
cultures cellulaires dérivées du sang® et de la moelle osseuse.”’ Plus tard, 1’intérét fut porté sur la
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génération vasculaire postnatale dans 1’utilisation des prothéses artérielles.

Depuis la fin des
années 1990, I’endothélialisation et la néovascularisation sont devenues des sujets de recherche
dans la médecine régénérative. Chez 1’adulte, il a longtemps été postulé que les processus
permettant la revascularisation sont : 1’angiogenése, caractérisée par 1’expansion vasculaire a
partir des vaisseaux préexistants, et I’artériogenese, caractérisée par une croissance collatérale
des artéres de grand calibre et la myogenése vasculaire (Figure 1.1).” Une étude publiée par
Asahara ef al. a démontré que 1’administration du VEGF dans un mod¢le in vivo de 1é€sion
carotidienne peut promouvoir la réendothélialisation de carotides et alors atténuer
I’épaississement néointimal causé par la prolifération des SMCs.” Suite & cette étude, des
hypothéses ont été concues mettant en relief 1’idée de la présence des précurseurs endothéliaux
en circulation suggérant donc la possibilité d’un processus de vasculogenese chez I’adulte. Plus
récemment, des études ont suggéré que la moelle osseuse adulte contient des cellules qui
permettent la vasculogenese postnatale. En 1997, Asahara ef al. ont démontré qu’une population
rare de cellules CD34", circulante dans le sang périphérique, peut adhérer sur une matrice de
fibronectine, se différencier en cellules endothéliales et former des nouveaux tubes vasculaires.?
Ces cellules ont été caractérisées par des marqueurs de surface, CD34, VEGFR-2, CD31 et
tyrosine kinase-2 contenant les domaines des immunoglobulines et de facteur de croissance
épidermique («Tyrosine kinases that contain Ig and EGF domains-2», Tie-2). De plus, ces
cellules expriment 1’acide ribonucléique messager («messenger Ribonucleic Acid», mRNA) de
I'oxyde nitrique synthétase endothéliale («endothelial Nitric Oxide Synthase», eNOS) et peuvent
lier I’Ulex-lectine et assimiler des lipoprotéines de faible densité acétylées («Acetylated Low
Density Lipoprotein», Ac-LDL).*® Peu aprés, Shi er al. ont également démontré que des cellules
souches dérivées de la moelle osseuse peuvent se différencier en cellules endothéliales in vitro et
contribuer & la néovascularisation in vivo au niveau des tissus ischémiques.?” C’est a partir de ces
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¢tudes que le terme EPC fut utilis€é pour décrire les cellules pouvant contribuer a la
néovascularisation de novo et ainsi servir a des fins thérapeutiques dans la revascularisation
adulte.”® **3° 1l est maintenant bien établi que les EPCs contribuent a la néovascularisation
physiologique, ainsi qu’au processus de régénération de tissus ischémiques, au remodelage
vasculaire et 4 la croissance de tumeurs.”'

Ces études ont mené a une panoplie de recherches qui ont pour but I’expansion ex vivo
des cellules progénitrices en cellules endothéliales. Cette voie a largement été étudiée au cours
des années 2000 a des fins thérapeutiques permettant 1’exploration d’une possibilité de

réendothélialisation et de néovascularisation chez 1’adulte.*® 3234
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Figure 1.1: Le développement vasculaire chez 1’adulte peut se produire par trois processus: A) la
vasculogenése par la mobilisation des angioblastes a partir de la moelle osseuse; B) 1’angiogencse
impliquant la formation de vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants; C) D’artériogenése ou la
croissance collatérale des arteres. Légende : vasculogenesis (vasculogenése), bone marrow (moelle
osseuse), homing (domiciliation), capillary plexus (plexus capillaire), mature network (réseau mature),
angiogenesis (angiogenése), capillary growth (croissance des capillaires), SMC recruitement (recrutement
des cellules musculaires lisses), occlusion (occlusion), shear stress (forces de cisaillement), matrix
remodeling (remodelage de la matrice), SMC growth (croissance des cellules musculaires lisses).
Carmeliet et al. Mechanisms of angiogenesis and arteriogenesis. Nat Med. 2000;6:389-395.

1.5. Les types de cellules souches et progénitrices

Au cours des plus récentes années, les avancements de la recherche vasculaire sur les
cellules souches et progénitrices ayant un potentiel thérapeutique ont suscité I’intérét de la

communauté scientifique. Par contre, les controverses concernant 1’identification et 1’utilisation
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de ces cellules demeurent un sujet de débat. Par définition, les cellules souches comportent deux
caractéristiques principales : 1) I’auto-renouvellement par leur potentiel de division illimitée et 2)
le potentiel de différenciation, de maniere condition-dépendante, en plusieurs types cellulaires
pouvant contribuer a la reconstitution in vivo des tissus, tels que le cceur, le foie, les reins, les
neurones et les muscles.”

La niche des cellules souches représente un microenvironnement qui détermine le sort de
ces cellules.”® Il existe quatre types de cellules souches: totipotentes, pluripotentes, multipotentes
et unipotentes. Les cellules souches totipotentes, telles que les cellules de 1’ceuf fertilisé suite a la
fécondation, sont capables de produire tous les tissus et les organes du corps. Les cellules
pluripotentes, telles que les cellules souches pluripotentes induites («induced Pluripotent Stem
Cells», 1PSCs), sont des cellules capables de générer les trois feuillets embryonnaires, qui
représentent la source de toutes les cellules de 1’organisme : le mésoderme, I’endoderme et
I’ectoderme. Les cellules spécialisées du corps dérivent de ces trois feuillets sauf les cellules
souches embryonnaires. Les cellules souches multipotentes peuvent générer une lignée de
cellules spécialisées a laquelle elles sont programmées, telles que les HSCs de la moelle osseuse,
qui peuvent se différencier en cellules sanguines (érythrocytes, plaquettes, monocytes,
granulocytes) et lymphoides (B, T, NK et cellules dendritiques), ou les MSCs, qui peuvent se
différencier en d’autres types cellulaires, tels que le cartilage et les os.”’ Finalement, les cellules
souches unipotentes, aussi nommées progénitrices ou précurseurs, qui se retrouvent chez
I’adulte, sont capables de produire seulement un type cellulaire dont la fonction est
prédéterminée, permettant la réparation d’un tissu donné, mais qui n’a pas de potentiel d’auto-
renouvellement. Quelques exemples de ce type cellulaire sont les cellules souches endothéliales,
neurales, hépatocytaires et pancréatiques. Il est suggéré qu’une réserve de cellules progénitrices
existe au niveau du tissu.”® Lorsque ces réserves quiescentes se trouvent réduites, un processus
de mobilisation des cellules progénitrices a partir de la moelle osseuse se produit. Par contre, si
plusieurs types cellulaires sont nécessaires a la régénération d’un tissu endommagé, ce sont les

cellules souches pluripotentes qui entrent en jeu.



1.6. L’origine et la nature des EPCs

Etant donné que plusieurs maladies cardiovasculaires résultent en 1’endommagement de
I’endothélium et que les cellules endothéliales matures sont différenciées d’une fagon terminale,
I’intérét de trouver une nouvelle source de cellules ayant un potentiel de différenciation est
essentiel du point de vue thérapeutique. D’ailleurs, suite a I’étude publiée par Asahara et al. en
1997, des recherches extensives sur les EPCs et sur leurs fonctions ont débuté, suggérant que ces

29, 39, 40
s Par contre, des

cellules peuvent étre responsables de la vasculogenese postnatale.
controverses concernant 1’origine, la source, 1’isolation, la caractérisation et la fonction de ces
cellules ont fait le sujet de plusieurs travaux dans ce domaine. Bien qu’on croyait que les EPCs
dérivent seulement de I’hémangioblaste de la moelle osseuse, des études ont contredit cette
théorie en mettant en évidence que les cellules mésenchymateuses non-hématopoiétiques*' ainsi

que des lignées myéloides/monocytes***’

possedent également un potentiel de différenciation en
EPCs. De plus, certains tissus contiennent des cellules souches qui peuvent se différencier en
plusieurs types de cellules matures, dont les cellules souches du tissu myogénique qui ont un
potentiel de différenciation endothéliale.*

Le terme EPC a été désigné a une panoplie de sous-types cellulaires ayant un caractere
progéniteur et thérapeutique. Entre autres, dans la littérature scientifique, on retrouve les termes
suivants : les EPCs circulantes («Circulating EPCsy, CEPCs),” les cellules ressemblant aux
cellules endothéliales («Endothelial-like cells», EC-like cells).** *° les cellules endothéliales

1 2 . , .
92 Jes cellules angiogéniques

circulantes («Circulating Endothelial Cells», CECs),”” °
circulantes («Circulating Angiogenic Cells», CACs),”> >* les angioblastes circulantes
(«Circulating Angioblasts»),” les unités de formation de colonies des cellules endothéliales
(«Colony-Forming Unit Endothelial Cells», CFU-ECs),” et les cellules de formation de colonies
endothéliales («Endothelial Colony Forming Cells», ECFCs).>” Les premiers critéres de
caractérisation des EPCs, qui étaient basés sur I’expression de marqueurs CD34, VEGFR-2 et
CD133, ont porté confusion avec les cellules progénitrices hématopoiétiques («Hematopoeitic
Progenitor Cells», HPCs) qui partagent les mémes marqueurs de surface.”® >*>” Or, de nouveaux
moyens de caractérisation étaient nécessaires. De plus, les recherches dans ce domaine ont

suggéré que les conditions d’isolation et de culture sont a la base de la différenciation de chaque

sous-type d’EPCs déterminant ainsi leur morphologie, phénotype et fonction.



Il existe trois tissus contenant des cellules a partir desquelles les EPCs peuvent étre
générées : le cordon ombilical, la moelle osseuse et le sang périphérique. Il est postulé que les
cellules souches ou progénitrices hématopoiétiques (HSCs/HPCs) dérivées du cordon ombilical
sont les cellules progénitrices les plus potentes entre les trois sources de cellules existantes. En
effet, puisqu’elles sont encore a un stade immature, elles offrent un potentiel prolifératif accru
par rapport aux autres sources de cellules souches, et elles sont plus appropriées pour la
transplantation & partir de donneurs inconnus.”® Plus particulitrement, les cellules CD34"
dérivées du sang de cordon ombilical peuvent, sous des conditions favorisant la différenciation
endothéliale, générer des EPCs, caractérisées par I’expression du facteur von Willebrand («von
Willebrand Factor», vWF) et du VEGFR-2." ®° Cependant, des limitations d’ordre éthique ont
¢été le sujet de débat dans la recherche sur les cellules souches provenant du cordon ombilical.

La moelle osseuse est la deuxieme source la plus potente. Résidentes sous forme quiescente
dans la niche stromale de la moelle osseuse, les cellules souches peuvent contribuer a la
néovascularisation® suite 4 une mobilisation de la moelle osseuse aux sites de 1ésions vasculaires
par des signaux impliquant des enzymes de dégradation, nommées les protéinases, telles que les
métalloprotéinases dégradantes de la matrice («Matrix Metalloproteinases», MMPs), plus
particulierement la MMP-9,%! 2 des facteurs de croissance, tel que le VEGFE,*" ® des cytokines,
telle que le facteur de stimulation de colonie de granulocytes («Granulocyte-Colony Stimulating
Factor», G-CSF),*"® des chimiokines, telles que le facteur-la dérivé des cellules stromales
(«Stromal-Derived Factor-la», SDF-1a),°* ® la protéine-1 chimiotactique des monocytes
(«Monocyte Chemotactic Protein-1», MCP-1)** et le facteur-1a induit par I’hypoxie («Hypoxia-
Inducible Factor-1oy», HIF —1(1),62’ 65-67 ot des récepteurs membranaires, tel que c-Kit."!

Le sang périphérique est le tissu le plus accessible chez I’adulte et donc le plus utilisé dans la
différenciation des EPCs. Bien que ce tissu contienne une panoplie de types cellulaires a partir
desquels les EPCs ont été dérivées, la caractérisation et la fonction progénitrice de chaque type
demeurent un sujet de débat. Au cours des cinq derni¢res années, la communauté scientifique
s’est mise d’accord sur I’existence de deux types de cellules circulantes dans le sang
périphérique qui peuvent générer des EPCs : 1) les cellules provenant de la moelle osseuse et qui
expriment des marqueurs de surface semblables aux HSCs,”> ® tels que CD34, VEGFR-2 et
CD133; et 2) des cellules myéloides/monocytaires qui possedent un potentiel de différenciation

en EPCs, caractérisées par I’expression de marqueurs de surface CD34, VEGFR-2 et vWF. Par
9



contre, ces deux types de cellules circulantes offrent également un potentiel thérapeutique
différentiel.” Plus récemment, une distinction entre les cellules endothéliales circulantes
(«Circulating Endothelial Cells», CECs) et les EPCs a été noté, suggérant que les CECs,
représentant 0.01% des cellules circulantes, sont caractérisées par |’expression
CD34"CD133"VEGFR-2"CD144", alors que les «vraies» EPCs, consistent en une population de
moins de 0.0001% en circulation et caractérisée par 1’expression CD34 CD133 VEGFR-
2°CD45". ** 7 772 De plus, les CECs semblent étre des cellules détachées de I’endothélium
vasculaire qui exhibent une durée de survie limitée®® alors que les EPCs sont plutdt dérivées de la
moelle osseuse et impliquées dans la vasculogenése postnatale.”

La caractérisation non-conclusive des différents types d’EPCs par leurs marqueurs de
surface a évoqué la nécessité de trouver de plus amples techniques de caractérisation afin de
mieux distinguer ces types d’EPCs (Tableau 1.1). Avec les années et 1’expertise accrue dans ce
domaine, la communauté scientifique se penche plutoét vers une caractérisation combinatoire
basée sur plusieurs aspects : la morphologie, le phénotype et la fonction, qui sont tous déterminés

par la source, 1’origine et les méthodes d’isolation et de culture des EPCs.
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Tableau 1.1 : Marqueurs de surface cellulaire dans la caractérisation des EPCs

Marqueur Nom Fonction Expression cellulaire
de surface | alternatif
CD14 - Co-récepteur pour les Monocytes, Macrophages
lipopolysaccharides bactériens
CD31 PECAM-1 Adhésion intercellulaire ECs, EPCs, plaquettes,
monocytes, neutrophiles,
lymphocytes T
CD34 - Glycoprotéine importante pour Hémangioblastes, HSCs,
I’adhésion intercellulaire, le maintien des EPCs, ECs
cellules souches dans la moelle osseuse,
et médie I’attachement des leucocytes
aux veinules endothéliales
VEGFR-1 Flt1 Récepteur tyrosine kinase pour VEGF-A MAPCs, progéniteurs
et B, important pour I’assemblage des my¢loides/monocytaires,
cellules endothéliales en vaisseaux ECs
VEGFR-2 KDR Récepteur tyrosine kinase pour Hémangioblastes, EPCs,
(humain) VEGF-A, -C, -D et -E, essentiel pour le MAPCs, progéniteurs
développement des cellules my¢loides/monocytaires,
Flk1 hématopoiétiques et endothéliales, ECs
(souris) médiateur principal de la capacité
mitogénique et pro-migratoire de
VEGF-A, régule la néovascularisation et
la survie des cellules endothéliales
CD133 Prominin 1 Glycoprotéine membranaire, HSCs, EPCs
(AC133) fonction inconnue
CD117 c-Kit Récepteur de SCF HSCs
CD45 Antigéne Protéine tyrosine phosphatase, Toutes les cellules
pan- importante pour I’activation des hématopoiétiques
leucocytaire lymphocytes, réle dans la transduction différenciées a 1’exception
signalétique des érythrocytes
CD144 VE- Glycoprotéine calcium-dépendante, ECs
Cadhérine protéine de jonction intercellulaire
nécessaire au développement et au
maintien de I’intégrité vasculaire
Tie-2 Tek Récepteur des angiopoiétines ECs, HSCs, EPCs
(Agonistes : Angl et Ang4;
antagonistes : Ang2 et Ang3)
vWF Antigéne Glycoprotéine secrétée importante dans Produit par les ECs,
relié au I’agrégation plaquettaire, role dans megakaryocytes,
facteur VIII I’hémostase (stabilise le facteur VIII) stocké dans les plaquettes,
sécrété dans le plasma

Légende: VEGF (facteur de croissance vasculaire endothélial), VEGFR-1 (récepteur 1 du VEGF), VEGFR-2
(récepteur 2 du VEGF), Tie-2 (tyrosine kinases-2 contenant les domaines des immunoglobulines et du facteur de
croissance ¢épidermique), VWF (facteur von Willebrand), PECAM-1 (molécule -1 d’adhésion cellulaire des
plaquettes et de I’endothélium), SCF (facteur de cellules souches), Ang (angiopoiétines), ECs (cellules endothéliales
matures), EPCs (cellules endothéliales progénitrices), HSCs (cellules souches hématopoeitiques), MAPCs (cellules
progénitrices multipotentes adultes). Inspiré de George et al. Endothelial progenitor cell biology in disease and
tissue regeneration. Journal of hematology & oncology. 2011;4:24 et de Marsboom et al. Endothelial progenitor

cells: New perspectives and applications in cardiovascular therapies. Expert Rev Cardiovasc Ther. 2008;6:687-701.
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1.7. Les méthodes d’isolation et de culture des EPCs dérivées du sang périphérique humain

Plusieurs méthodes de culture ont été utilisées au cours des années 2000 pour générer des
EPCs a partir des cellules mononucléaires du sang périphérique humain («Peripheral Blood
Mononuclear Cells», PBMCs). Ces différentes méthodes influencent la morphologie, le
phénotype et la fonction des cellules obtenues. Depuis 1’étude d’Asahara ef al. en 1997 jusqu’a
I’année 2005, trois méthodes principales ont ét¢ employées pour générer, a partir des PBMCs,
diverses populations initialement nommées des EPCs (Figure 1.2).>

Dans un premier temps, la population obtenue par Asahara et al. provenait de la fraction
non-adhérente des PBMCs cultivées dans 1’Endocult, un milieu propice a la différenciation
endothéliale, sur une matrice de fibronectine pour générer des CFU-ECs apres 9 jours de culture,
et caractérisées morphologiquement par un noyau de cellules rondes entourées de cellules
fusiformes en périphérie.”> ™ Ces cellules expriment les marqueurs endothéliaux, CD34,
VEGFR-2, Tie-2 et E-sélectine. D’ailleurs, ces cellules ont été administrées dans un modéle
d’ischémie vasculaire in vivo afin de promouvoir 1’angiogenése.™

La deuxieme méthode implique la culture de PBMCs non-fractionnées dans un milieu
permettant la différenciation endothéliale. Dans cette méthode, les cellules non-adhérentes sont
¢liminées aprés 4 jours de culture pour obtenir des CACs. Ces cellules ne forment pas de
colonies, mais expriment les marqueurs endothéliaux, CD34, VEGFR-2, CD31 et CD144.
Semblablement aux CFU-ECs, mais différent morphologiquement de ces derniéres.”® Ces deux
types cellulaires sont nommés les EPCs précoces, «early» EPCs ou «early outgrowthy EPCs
(EOC:s), pour leur courte durée de différenciation.

Finalement, la troisitme méthode d’isolation et de culture des PBMCs est utilisée pour
générer des ECFCs.”> ™ La fraction adhérente des PBMCs est cultivée sur une matrice de
collagéne de type I dans un milieu favorisant la différenciation endothéliale pour une période de
10 a 21 jours résultant en une population indistincte de cellules endothéliales matures a la fois
morphologiquement, par la formation d’une population homogene de cellules endothéliales, et
fonctionnellement, par leur potentiel prolifératif et angiogénique. Ces cellules, nommées les
EPCs tardives, ou «late outgrowth EPCsy, pour leur longue durée de culture et de survie, sont

. . , . . .53
impliquées dans la formation de novo des vaisseaux sanguins.
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Figure 1.2: Méthodes utilisées dans la culture cellulaire des EPCs. Méthode A: les cellules
mononucléaires non-adhérentes sont cultivées sur la fibronectine pour 4 a 9 jours, dans un milieu
favorisant la différenciation endothéliale, forment des CFU-ECs (les unités de formation de colonies des
cellules endothéliales), caractérisées par un noyau de cellules rondes entourées par des cellules fusiformes
en périphérie; Méthode B : les cellules mononucléaires adhérentes, cultivées pour 4 a 7 jours dans un
milieu favorisant la différenciation endothéliale, générent des cellules angiogéniques circulantes (CACs)
et ne forment pas de colonies; Méthode C : les cellules mononucléaires adhérentes, cultivées pour une
période de 7 a 21 jours dans un milieu favorisant la différenciation endothéliale, forment des cellules de
formation de colonies endothéliales (ECFCs), caractérisées par une population homogeéne de cellules.
Prater et al. Working hypothesis to redefine endothelial progenitor cells. Leukemia. 2007;21:1141-1149
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1.8. Les sous-types d’EPCs : précoces ou «early» et tardives ou «late»

Le sang périphérique humain contient plusieurs populations de cellules parmi les cellules
mononucléaires circulantes qui ont des caractéristiques permettant leur différenciation in vitro en
EPCs et qui peuvent acquérir un potentiel important dans la réparation et la régénération
vasculaire, # #4649 31 69. 7580 1y oris Pannée 2008, plusieurs études démontrent que deux sous-
types d’EPCs existent, les EPCs précoces, ou «early» EPCs, et les EPCs tardives, ou «late»
EPCs. Chaque sous-type d’EPCs est dérivé d’une population distincte parmi les PBMCs et
posséde des fonctions différentes in vitro et in vivo (Tableau 1.2). "8+

Il est postulé que les «early» EPCs, caractérisées par leur nature plutét monocytaire, sont
dérivées d’une population monocytaire CD14" abondante. Suite 4 une culture de ces cellules sur
une surface de fibronectine pour quelques jours, une population distincte d’EPCs est générée.
Cette population exprime des marqueurs endothéliaux, tels que VEGFR-2%"® et Tie-2*", mais
continue a exprimer des marqueurs leucocytaires et monocytaires, CD45 et CDI4,

: 80, 81, 83
respectivement.” 7

Les «early» EPCs assimilent I’Ac-LDL et lient I’Ulex-lectine, tous les
deux étant des caractéristiques endothéliales. Morphologiquement, les «early» EPCs forment une
population hétérogéne de cellules rondes et fusiformes ou allongées. De plus, ces cellules ne
possedent pas de potentiel prolifératif et ne peuvent pas former des nouveaux tubes vasculaires.
Par contre, ces EPCs ont tout de méme un potentiel angiogénique important et contribuent a la
néovascularisation par un effet paracrine sur les cellules endothéliales, via la relache de plusieurs
cytokines et facteurs de croissance, dont I’interleukine-8 («/nterleukin-8», 1L-8), le G-CSF et le
VEGF, ainsi que la prostacyclin (PGI,) et pourraient donc influencer indirectement la réparation
et la régénération vasculaire.* ** 856

Les «late» EPCs sont générées a partir de PBMCs cultivées sur une matrice de collagéne
durant 21 jours. Morphologiquement, ces cellules forment une monocouche homogéne qui
ressemble aux cellules endothéliales matures. De plus, le phénotype de ces cellules se rapproche
des cellules endothéliales par 1’expression de marqueurs endothéliaux, tels que CD31, VEGFR-2
et CD144, mais expriment toujours le marqueur progéniteur CD34.” * Les «late» EPCs
assimilent également I’Ac-LDL et lient 1’Ulex-lectine. Contrairement aux «early» EPCs, ce
sous-type d’EPCs ne posséde pas d’effet paracrine important. En revanche, les «/ate» EPCs
peuvent former des nouveaux tubes vasculaires. D’ailleurs, les «/ate» EPCs sont elles-mémes
80, 85-87

incorporées au cours du processus de néovascularisation.

14



Les récentes études qui ont porté sur la comparaison de ces deux types d’EPCs suggerent
que chaque population possede ses propriétés spécifiques et qu’une synergie entre les «early» et

«late» EPCs permettrait une efficacité accrue durant la néovascularisation.®” ** %
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Tableau 1.2 : Caractéristiques cellulaires des «early» et «latey EPCs et ECs matures

«Earlyy EPCs «Late» EPCs ECs matures
Caractéristiques morphologiques
Caractéristiques cellulaires Adhérentes Adhérentes Adhérentes
Cellules rondes et Cellules Cellules
fusiformes allongées allongées
Hétérogene Homogéne
(«cobblestone-
likey)
Culture des cellules 4-7 jours >14 jours Plusieurs
passages
Potentiel prolifératif Non Oui Oui
Expression de marqueurs de CD14 CD31 CD31
surface cellulaire CD45 CD34 CD34
CD31 CD144 CD144
CD133 VEGFR-2 VEGFR-2
CD34 vWF vWF
VEGFR-2 Tie-2
vWF
Tie-2
Caractéristiques fonctionnelles
in vitro
Assimilation de I’Ac-LDL Oui Oui Oui
Formation de tubes Non Oui Oui
Potentiel de migration Oui Oui Oui
Caracteéristiques fonctionnelles
in vivo
Sécrétion de cytokines Oui Faible Faible
(VEGF, IL-8,
HGF, G-CSF)
Production de NO Faible Oui Oui
Formation de nouveaux vaisseaux Non Oui Non
Incorporation dans les vaisseaux Oui Oui Non
préexistants
Améliore la fonction des Oui Oui Non
vaisseaux préexistants (effet paracrine)

Légende : VEGFR-2 (récepteur 2 du facteur de croissance vasculaire endothélial), Tie-2 (tyrosine kinases-2
contenant les domaines des immunoglobulines et du facteur de croissance épidermique), vVWF (facteur von
Willebrand), VEGF (facteur de croissance vasculaire endothélial), IL-8 (interleukine-8), HGF (facteur de croissance
hépatocytaire), G-CSF (facteur de stimulation de colonie de granulocytes) ECs matures (cellules endothéliales
matures). Inspiré de Yoon et al. Synergistic neovascularization by mixed transplantation of early endothelial
progenitor cells and late outgrowth endothelial cells: The role of angiogenic cytokines and matrix
metalloproteinases. Circulation. 2005;112:1618-1627, Marsboom et al. Endothelial progenitor cells: New
perspectives and applications in cardiovascular therapies. Expert Rev Cardiovasc Ther. 2008;6:687-701, Shantsila et
al. New insights on endothelial progenitor cell subpopulations and their angiogenic properties. J Am Coll Cardiol.
2008;51:669-671, et Sen et al. Endothelial progenitor cells: Novel biomarker and promising cell therapy for
cardiovascular disease. Clin Sci *. 2011; 120:263-283.
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1.9. La biologie des EPCs

L’endothélium joue le role de protecteur du systeme vasculaire. Les cellules endothéliales
sont responsables du maintien du tonus vasculaire et de la thromborésistance et offrent la
perméabilité vasculaire permettant de préserver la circulation sanguine sous des conditions
physiologiques.” Par contre, I’endommagement endothélial menant a la dysfonction endothéliale
est a la base de plusieurs pathologies cardiovasculaires. Le processus par lequel les EPCs
contribuent a la réparation endothéliale ou a la vasculogenese postnatale se résume en quatre
étapes qui seront reprises en détails dans cette section : 1) la mobilisation a partir de la moelle
osseuse vers le sang périphérique par des signaux chimioattractants; 2) la domiciliation au site de
Iésion vasculaire ou de néoformation vasculaire; 3) I’invasion et la migration au site endommag¢
et 4) la différenciation en cellules endothéliales matures ou la régulation des processus

D A .90
angiogéniques par la relache de facteurs paracrines.

1.9.1 La mobilisation et le recrutement

La mobilisation des EPCs est une étape essentielle dans leur recrutement aux sites de
Iésions vasculaires. Il est bien établi que la moelle osseuse constitue le réservoir principal des
cellules souches et progénitrices hématopoiétiques et vasculaires. Les modifications
protéolytiques de certaines cytokines et de leurs récepteurs sont a la base du processus de la
mobilisation. En effet, trois interactions de molécules signalétiques avec leurs récepteurs ont été
associées avec la mobilisation des EPCs : 1) le facteur des cellules souches («Stem Cell Factor»,
SCF)/c-kit); 2) le SDF-10/CXCR4; 3) VEGF/VEGFR-2 et 4) I’angiopoiétine-1 («4ngiopoietin-
I», Ang-1)/Tie2).”!

Les protéinases sont largement impliquées dans la mobilisation des EPCs. Parmi ces
protéinases, on retrouve les sérines protéases, les cathépsines cystéines, les MMPs et les MMPs
de la famille ADAM. Le mécanisme d’action de celles-ci comprend 1’activation de récepteurs, la
génération de ligands de récepteurs, le clivage de molécules d’adhésion et des protéines de la
matrice, et I’inactivation ou la modification de cytokines.”' Heisseg er al. ont mis en évidence le
role de la MMP-9 dans la mobilisation des HSCs.”* Le stress cellulaire induit par I’ischémie ou
le tissu tumoral promeut la relache des facteurs chimiotactiques et angiogéniques, dont le SDF-
la et le VEGF, respectivement. Ces facteurs stimulent les cellules stromales et induisent une

augmentation de I’expression d’eNOS et de la production du NO. L’eNOS et le NO, qui est
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produit comme cofacteur, jouent un role dans I’activation de la MMP-9 par le VEGF.” De plus,
les niveaux plasmatiques élevés du SDF-1a et du VEGF induisent la surexpression de la MMP-9
dans les HSCs et les cellules stromales. A son tour, la MMP-9 permet la libération du SCF (aussi
nommé sKitL) de son précurseur membranaire KitL (mKitL) dans les cellules stromales de la
moelle osseuse (Figure 1.3).31919

D’autre part, le G-CSF, un facteur utilisé dans les approches thérapeutiques afin de
promouvoir la mobilisation des EPCs, induit la relache des protéases, particulierement 1’¢lastase
et la cathépsine G, a partir des neutrophiles, permettant ainsi de cliver les liens adhésifs entre les
cellules stromales et les cellules souches de la moelle osseuse. Ces protéases peuvent cliver et
inactiver le SDF-1a relaché par les cellules stromales. Le mode d’action du G-CSF est lié a la
surexpression du récepteur CD26 dans les cellules souches CXCR4" permettant le clivage du
terminal N du SDF-1a et I’inactivation de CXCR4 résultant en ’inhibition de la rétention des
cellules.”” *® De plus, le G-CSF induit le clivage de I'uPAR, une molécule adhésive localisée au
niveau des HSCs de la moelle osseuse. L’'uPAR membranaire régule la mobilisation et la
prolifération ainsi que les propriétés angiogéniques des HSCs.””™

Le VEGF est également impliqué dans la mobilisation des EPCs en liant ses récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2 au niveau des cellules souches endothéliales et hématopoiétiques,
résultant en ’activation de la MMP-9, par I’entremise d’eNOS. A son tour, la MMP-9 peut cliver
et activer cKitL permettant ainsi la mobilisation des EPCs a partir de la moelle osseuse.’’
Dr’ailleurs, plusieurs approches considérées visent a augmenter les niveaux de VEGF circulant,
tel que par le transfere génétique du VEGF, afin d’induire la mobilisation et un nombre accru
d’EPCs. 63 100. 101

Les angiopoiétines jouent un rdle dans le maintien de la niche des HSCs quiescentes dans
la moelle osseuse.'”” Plus particulierement, I’interaction de 1’Ang-1 avec son récepteur Tie-2
promeut la quiescence des HSCs.'” Or, le blocage de cette interaction présente une cible
thérapeutique pour induire la mobilisation des cellules progénitrices de la moelle osseuse.

D’autre part, les intégrines P3;, qui sont exprimées sur les cellules endothéliales et
hématopoictiques, ont été associées avec la rétention des EPCs dans la moelle osseuse et sont

. . r 1: : 104, 105
impliquées dans la mobilisation de ces cellules. ™~
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Figure 1.3 : La mobilisation et le recrutement des EPCs de la moelle osseuse sont contrdlées par
I’expression de cytokines et de chimiokines. La mobilisation des EPCs a partir de la niche de la moelle
osseuse aux sites de néovasculogenése dépend d’un gradient de cytokines et de chimiokines. Le stress
cellulaire induit par I’ischémie ou le tissu tumoral promeut la relache des facteurs, dont le VEGF et le
SDF-1, qui stimulent les cellules stromales et induisent une augmentation de I’expression d’eNOS et de la
production du NO. Par la suite, ceci induit la sécrétion de la MMP-9 qui peut alors convertir le Kit-L
membranaire (mKitL) en Kit-L soluble (sKitL) permettant la relache des EPCs des cellules stromales de
la moelle osseuse. Les EPCs peuvent alors migrer de maniére gradient-dépendante vers les facteurs
chimiotactiques et angiogéniques, tels que le SDF-1 et le VEGF, a ’aide de leurs récepteurs CXCR4 et
VEGFR-2, respectivement. Légende: bone marrow (moelle osseuse), osteoblastic zone (zone
ostéoblaste), sinusoidal vessel (vaisseau sinusoidal), ischemic/tumor tissue (tissu ischémique/tumoral),
estrogen (estrogeéne), hypoxia (hypoxie), SDF-1 (facteur-1 dérivé des cellules stromales), VEGF (facteur
de croissance vasculaire endothélial), PI3K (phosphoinositide-3 kinase), eNOS (synthétase endothéliale
de I’oxyde nitrique), NO (oxyde nitrique), MMP-9 (métalloprotéinase 9 de la matrice), mKitL (KitL
membranaire), sKitl. (KitL soluble), bone marrow stromal cell (cellule stromale de la moelle osseuse),
endothelial progenitor cell (cellule endothéliale progénitrice). George et al. Endothelial progenitor cell
biology in disease and tissue regeneration. Journal of hematology & oncology. 2011;4:24.

1.9.2 La domiciliation et I’adhésion

Suite a la mobilisation des EPCs, des signaux spécifiques menant a la domiciliation de
ces cellules aux sites de 1ésions vasculaires sont nécessaires. Le processus de domiciliation des
EPCs a une lésion vasculaire est semblable a celui du recrutement des leucocytes a un
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endothélium activé. Une panoplie de cytokines et de facteurs de croissance a été corrélée a la
domiciliation des EPCs: SDF-la, VEGF, facteur 2 de croissance semblable a 1’insuline
(«Insulin-like Growth Factor-2», 1GF-2), MCP-1, IL-1p,' IL-8, CXCL1 et CXCL7, facteur
inhibiteur de la migration des macrophages («Macrophage migration Inhibitory Factor», MIF) et
bradykinin.”'

En plus du réle important que joue le SDF-10/CXCR4 dans la mobilisation des EPCs,
cette interaction est aussi impliquée dans la domiciliation de ces cellules dans le

microenvironnement de la lésion vasculaire. Le SDF-1a induit ’expression des Rac GTPases,

Racl et Rac2, au niveau des EPCs et offre une polarité et une spécificité de domiciliation.'"’

Cependant, I’expression du récepteur CXCR2 dans les EPCs semble jouer un réle plus important

dans le processus de la domiciliation de ces cellules en liant ses ligands, CXCL1 et CXCL7.'*®

Les sélectines, E- et P-sélectine, lient le ligand-1 glycoprotéique de la P-sélectine («P-
Selectin Glycoprotein Ligand-1», PSGL-1) et permettent I’adhésion initiale des EPCs.'” ''° De
plus, une des interactions qui sera discutée dans le chapitre 3 est le role des plaquettes dans leur

interaction, via la P-sélectine, avec les EPCs favorisant ainsi le recrutement et 1’adhésion de ces

111-118

dernicres a la Iésion vasculaire. Par ailleurs, ces interactions sélectine-dépendantes

. , . . r 11
favorisent également la vascularisation et la métastase des tumeurs.'"”

Pour contribuer a la domiciliation cellulaire, la PGI, facilite le recrutement des EPCs'?°

90, 120, 121
L,.

en modulant 1’intégrine a4f;, qui lie la fibronectine et le VCAM- L’intégrine asf3;

exprimée sur les EPCs lie la région du motif RGD (arginine-glycine-aspartic acid) de la

fibronectine et contribue a 1’adhésion de ces cellules aux composantes de la matrice

90, 122, 123

extracellulaire. Dr’ailleurs, I’administration des statines permet la surexpression de

124 La laminine présente

I’intégrine asP; induisant davantage la domiciliation des EPCs.
¢galement un rdle dans la domiciliation des EPCs en liant son récepteur asf;. Une étude récente
a démontré que l’intégrine asP; est régulée par le VEGF et le facteur de croissance des
fibroblastes («Fibroblast Growth Factor», FGF) et est nécessaire a la domiciliation des EPCs
dans le muscle ischémique in vivo et a I’adhésion des EPCs aux composantes de la membrane

125, 126

basale in vitro. De plus, les intégrines ayPs; et ayPs interagissent avec le motif RGD de

leurs ligands, incluant la vitronectine, la fibronectine, le fibrinogéne et le vVWF, promouvant ainsi

104, 127

la domiciliation et 1’adhésion des EPCs. Plus particulierement, 1’intégrine ayfs est

essentielle 4 I’adhésion des EPCs aux cellules endothéliales.'?
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Les intégrines P, sont largement exprimées sur les cellules souches et progénitrices et
jouent également un rdle principal dans la domiciliation, par I’entremise de 'ICAM-1,'* et
I’adhésion des EPCs sur I’endothélium et le fibrinogéne."”® Les EPCs de souris déficientes en
intégrine P, sont incapables de domicilier aux sites ischémiques et de favoriser la
néovascularisation.'*’

Alors que la 04P3; joue un rdle essentiel dans le maintien de 1’équilibre entre la rétention et
la domiciliation des EPCs de la moelle osseuse,’® les intégrines asPi, avPs, agpi et ayPs jouent
des roles plus importants au niveau de I’invasion et de la différenciation des EPCs et la

. . . . . 90
production de facteurs paracrines aux sites de vascularisation.

1.9.3 L’invasion et la migration

Une fois que les EPCs sont adhérées aux sites d’endommagement vasculaire, ces cellules
doivent migrer a travers I’endothélium vers les tissus sous-jacents. Le processus de
chimiotactisme est responsable de I’invasion et de la migration des EPCs par la relache de
plusieurs facteurs aux sites de vascularisation. Le role de I’intégrine asB; dans la migration des

r e . oot 131
EPCs en réponse au VEGF a été mis en évidence."

De plus, I’intégrine ag¢f; est impliquée in
vitro et in vivo dans la migration VEGF-dépendante des EPCs via la voie signalétique
PI3K/Akt.'” Cette voie démontre des mécanismes favorisant la fonction des EPCs dans la
néovascularisation.** En plus du role essentiel des intégrines B, dans I’adhésion, celles-ci sont
aussi impliquées dans la migration trans-endothéliale et dépendent principalement de la relache
de VEGF et de MCP-1.%* Le VEGF induit ’expression des MMPs qui favorisent la migration des
EPCs."** De plus, le SDF-1a est un facteur qui induit la migration des EPCs."** %

L’expression des cathépsines et des MMPs par les EPCs est aussi un facteur essentiel
dans la migration des EPCs. Urbich ez al. ont mis en évidence le rdle de la cathépsine L dans la
néovascularisation induite par les EPCs."** *7 D autre part, la MT1-MMP est un régulateur de la
migration des cellules CD34" et les MMP-2 et MMP-9 secrétées par les cellules progénitrices

. \ . . 1,1 1
contribuent davantage & leur migration.” 3% 1%

1.9.4 La différenciation et la prolifération

La différenciation des EPC est contrélée par des signaux et des interactions spécifiques

aux sites de vascularisation. Entre autres, 1’intégrine asp; et son ligand, la fibronectine, jouent un
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Bl Plusieurs facteurs paracrines, tels que le VEGF,"' les

role dans la différenciation des EPCs.
angiopoiétines,'*’ le SDF-10,'" > "' 'IGF-1,'** le MCP-1,%* la protéine-1a inflammatoire des
macrophages («Macrophage Inflmmatory Protein-lo», MIP-1a),'* le facteur de croissance
dérivé des plaquettes («Platelet-Derived Growth Factor», PDGF)'** % et les interleukines'*®
sont également impliqués dans la différenciation et la prolifération des EPCs.** ® 147 1% De
plus, la régulation des facteurs de transcription, principalement la famille des homéobox (Hox)
régulés par les histones déacetylases, déterminent la différenciation et la prolifération des EPCs.
Particulierement, la régulation du facteur de transcription HoxA9, qui régule I’expression des
genes d’eNOS, de VEGFR-2 et de VE-Cadhérine (CD144), est nécessaire a la différenciation et

125, 131, 149

a la prolifération des EPCs. Le geéne Hex de la famille des genes Hox est requis pour la

différenciation de I’hémangioblaste en cellules progénitrices hématopoiétiques définies.'™

1.9.5 Régulation de la fonction des EPCs

La fonction des EPCs est influencée par plusieurs facteurs physiologiques et
pharmacologiques et méme pathologiques. L’érythropoiétine et 1’estrogéne sont impliqués dans

151, 152

la mobilisation des EPCs. L’érythropoiétine agit via I’activation de la protéine kinase Akt

et stimule la différenciation des EPCs.'™ L’estrogéne, plus spécifiquement le 17p-estradiol,

154, 155 . T . o
> et promeut la réendothélialisation et la néovascularisation

inhibe la sénescence des EPCs
via une voie signalétique impliquant le NO'® et I’augmentation de I’activité de la MMP-9,
permettant ainsi la reliche des EPCs de la moelle osseuse.'”’ Les niveaux élevés de leptine dans
le tissu adipeux,'® qui coincident avec 1’obésité, influencent négativement la migration des EPCs
et leur potentiel a former des tubes.” De plus, la présence des concentrations élevées de la
protéine réactive C («C Reactive Protein», CRP), corrélée avec I’incidence de maladies
cardiovasculaires, diminue le nombre, la survie et le potentiel angiogénique des EPCs.'® En
effet, le CRP réduit la production de I’'IL-8, un important médiateur paracrine dans la fonction
des EPCs sur les cellules endothéliales matures, en inhibant la voie de la p38 MAPK.'®' De
méme, le facteur-a de nécrose tumorale («Tumor Necrosis Factor-o», TNF-0) induit I’apoptose
des EPCs, et réduit leur adhésion, migration, prolifération et leur potentiel de formation de
nouveaux tubes vasculaires. Le TNF-a dérégule I’expression des geénes d’eNOS et d’oxyde
nitrique synthétase inductible («inducible Nitric Oxide Synthase», INOS) et, conséquemment, la

production du NO, induisant la sénescence des EPCs prolifératives via un mécanisme impliquant
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la p38 MAPK ' '® 1’administration de rosiglitazone, un médicament anti-diabétique agoniste
du récepteur PPARYy des cellules adipeuses, atténue 1’apoptose des EPCs induite par le TNF-a
via un mécanisme impliquant la voie signalétique ERK/MAPK et NF-kB et inhibant I’activité de
la caspase-3, un enzyme apoptotique.'®*

Les agents pharmacologiques, tels que les statines et les agonistes du PPARY, contribuent
également aux fonctions des EPCs. Plus particuliérement, les statines, telles que ’atorvastatin'®
et le rosuvastatin,'®® favorisent la mobilisation des EPCs.'®> "' Quant aux agonistes du
PPARYy, tel que le rosiglitazone, ceux-ci favorisent 1’adhésion, la migration, la différenciation et
la prolifération des EPCs et réduisent 1’apoptose de ces cellules."** '®* % [ *administration des
agents immunosuppresseurs, tels que la cyclosporine et le sirolimus (ou rapamycin), réduit
I’adhésion, la migration et la prolifération des EPCs et peut méme induire I’apoptose de ces

\ 132, 172
derniéres.

L’administration des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine
(«Angiotensin-Converting Enzymey», ACE) et les antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine
(«Angiotensin Receptor Antagonists», ATRASs) ou les bloqueurs des récepteurs de 1’angiotensine
(«4ngiotensin Receptor Blockers», ARBs) augmente le nombre d’EPCs en réduisant les niveaux
de stress oxydatif et en induisant la reliche de VEGF.'” "

Les conditions présentes lors du développement et de la progression de certaines
pathologies influencent le nombre et les fonctions des EPCs. Les maladies des arteres coronaires,
I’infarctus du myocarde aigue, et 1’ischémie des membres périphériques présentent des
conditions par lesquelles la relache de facteurs est impliquée dans la mobilisation et la
domiciliation des EPCs aux sites de vascularisation.'® D’autre part, sous des conditions
hypoxiques, telles que dans la progression des tumeurs, une surexpression du géne HIF-1a induit
la relache de chimiokines et de facteurs de croissance, dont le SDF-1a et le VEGF, et, en
conséquence, contribue au recrutement et a la prolifération des EPCs menant a la vascularisation

pathologique.'”"”” Drailleurs, le géne HIF-la est une cible de la thérapie génétique dans la

régulation de la vascularisation pathogénique.'”™

1.10 Les EPCs : biomarqueurs des risques cardiovasculaires

Suite a la corrélation observée entre le nombre d’EPCs circulantes et les manifestations
cliniques, les EPCs ont récemment été¢ considérées comme des biomarqueurs de risques
cardiovasculaires. Les individus souffrant de maladies cardiovasculaires présentent
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considérablement moins d’EPCs circulantes ainsi qu’une fonction modifiée et réduite de ces
cellules. "' La fonctionnalité réduite des EPCs induit davantage I’endommagement vasculaire
et, par conséquent, la dysfonction endothéliale.”” '™ Or, I’intérét accru de la communauté
scientifique vise a optimiser les approches thérapeutiques pour permettre de maintenir ou

accroitre le nombre et la fonction des EPCs.

1.10.1 Le diabéte

La fonction des EPCs est altérée chez les patients qui souffrent de diabéte de type 1 et
2181183 Chez les diabétiques, chaque étape de la vie des EPCs est affectée, depuis la mobilisation

jusqu’a la domiciliation et la différenciation.'®*

Plus particulierement, les propriétés
prolifératives et adhésives sont compromises et une dysfonction au niveau du potentiel
d’incorporation des EPCs dans la formation de tubes vasculaires est notée.'®” Au niveau
cellulaire, I’hyperglycémie induit le stress oxydatif, I’endommagement de I’ADN et I’apoptose
des EPCs.'® La sénescence des «early» et des «late» EPCs a été corrélée a une biodisponibilité
réduite du NO."®* %6 87 T o5 patients souffrant de diabéte de type 1 et 2 exhibent également une
migration réduite des «early» EPCs'™ lide a une lipotoxicité, par la présence des lipoprotéines de
faibles densité oxydées («oxidized LDL», ox-LDL),'™ et a une altération de ’expression d’eNOS
et de la biodisponibilité du NO,"™" affectant ainsi négativement le réle important de ce dernier
dans le recrutement des EPCs."” Cette dysfonction est associée a un profil pro-inflammatoire des
«early» EPCs sous des conditions qui prédisposent a la dysfonction endothéliale, telles que le
diabéte et I’hyperglycémie.'”’ Reconnaissant que le diabéte offre un environnement néfaste aux
EPCs, quelques approches thérapeutiques ont été utilisées pour renverser ces effets. Entre autres,
les antagonistes des ACEs, tels que I’olmesartan, 1’ibesartan et le telmisartan, permettent

174, 192
> 7% Des

d’augmenter le nombre des EPCs circulantes, plus particulierement des «early» EPCs.
alternatives ont été suggérées afin d’améliorer la fonction des EPCs, dont I’administration de
facteurs de croissance, tels que le VEGF, le SDF-1a et I’IL-8, des antioxydants, tels que le
benfotiamine, des hormones, tel que 1’adiponectine, et des inhibiteurs des ACEs et des

statines.'®*
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1.10.2 L’hypertension

L’hypertension ainsi que les facteurs qui prédisposent a cette condition sont parmi les
causes du nombre réduit et de la fonction altérée des EPCs.'" '* La dysfonction endothéliale
induit un profil vasoconstricteur menant ainsi a ’oblitération de la lumicre vasculaire et au
développement de 1’hypertension.'” La biodisponibilité réduite du NO due a la fonction altérée
des EPCs"™® et a la surproduction des espéces réactives de I’oxygéne («Reactive Oxygen
Species», ROS)'"  seraient impliquées dans I’hypertension. L’administration des
antihypertenseurs et des inhibiteurs des ACEs a été associée a la réversibilité de la dysfonction

des «early» EPCs."> 1%

Par contre, le nombre des «early» EPCs est significativement augmenté
alors que les «latey EPCs demeurent inchangées chez les patients souffrant d’hypertension

pulmonaire.'”’

1.10.3 L’hyperlipidémie

L’ hyperlipidémie, ou I’hypercholestérolémie, modifie la fonction et réduit le nombre des
«early» EPCs, dii aux niveaux élevés d’ox-LDL.*" ?*! L’ox-LDL inhibe la différenciation
VEGF-dépendante des «early» EPCs par la désactivation de la voie signalétique de 1’Akt.*”* De
plus, 'ox-LDL induit la sénescence et altére la fonction proliférative et angiogénique des
EPCs.”” En effet, la fonction angiogénique réduite des «early» EPCs due aux niveaux élevés de
lipides est associée a4 une augmentation des niveaux des ROS *** et a une dérégulation
d’eNOS.?” Les statines, qui inhibent la HMG-CoA réductase, un enzyme responsable de la
production du cholestérol, ont été utilisées afin de limiter les effets néfastes des lipoprotéines sur
les EPCs. Cette approche pharmacologique module la réparation vasculaire par 1’augmentation
du nombre des «early» EPCs et induit leur différenciation via 1’activation de la voie signalétique
PI3K et la stimulation de la production du NO."®* 2°® Par contre, la présence de niveaux élevés
des lipoprotéines de haute densité («High-Density Lipoproteins», HDL), aussi nommé le
cholestérol bénéfique, régule positivement le nombre et la fonction des EPCs par une
augmentation de I’expression d’eNOS et une inhibition de la caspase-3, un enzyme impliquée

dans I’apoptose des «early» EPCs.*"’
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1.10.4 Le tabagisme

Le tabagisme est la cause primaire dvitable du développement des maladies

cardiovasculaires, principalement 1’athérosclérose. Le nombre et la fonction des «early» EPCs

208-21 . .
08210 ot 1a cessation de la consommation de la

211

sont négativement affectés par le tabagisme
nicotine serait un moyen d’augmenter le nombre des EPCs chez les fumeurs chroniques.
Drailleurs, la nicotine, qui se lie a son récepteur nAChR («neuronal nicotinic receptory),
contribue a la dérégulation de plusieurs processus biologiques, tels que la prolifération,

212

I’apoptose, la migration, I’invasion, I’angiogenése et I’inflammation.” © Le tabagisme a plusieurs

effets, dont la dilatation des artérioles de résistance,”"” I’inflammation, qui affecte les propriétés

215 et

antioxydants des EPCs,*'* la perturbation de 1’hémostase et de la coagulation systémique,
’augmentation du stress oxydatif, induisant la dysfonction endothéliale.’® Les ROS
intracellulaires des EPCs induits par le tabagisme contribuent a exacerber les propriétés
adhésives des «early» EPCs qui seraient impliquées dans 1’angiogenese pathologique chez les

217
fumeurs.

1.10.5 La sédentarité

De nos jours, la sédentarité et le manque d’activité physique augmentent notre
susceptibilit¢ de développer des maladies cardiovasculaires, telles que les maladies

218-220 - . 21 . iy
, et I'insuffisance cardiaque.”” Alors que la sédentarité

coronariennes, I’athérosclérose
résulte aussi en une réduction du nombre des EPCs circulantes,** I’activité physique contribue a
la mobilisation des EPCs, a partir de la moelle osseuse, et a la réparation et la régénération
endothéliale.*' *" Les individus souffrant d’obésité exhibent un nombre d’«early» EPCs
circulantes et un potentiel de formation de colonies réduits dus aux niveaux plus élevés de tissus
adipeux par rapport aux individus qui meénent une vie active et qui ne démontrent pas de surplus
de poids.”” ** Or, le maintien d’un mode de vie sain et actif contribuerait a moduler
positivement la fonction des EPCs et a prévenir le développement des maladies

. . 224,22
cardiovasculaires.?** 2%
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1.10.6 Le vieillissement

Le développement des maladies cardiovasculaires avec 1’age se doit, entre autres, a

226

I’incidence de la dysfonction endothéliale et a la réduction du nombre d’EPCs. “ En vieillissant,

la fonction des EPCs dans le maintien de I’hémostasie vasculaire est atténuée et leur potentiel
prolifératif et migratoire est réduit*> **’ dii 4 une diminution de la biodisponibilité du VEGF***
et du NO,”! qui jouent également des roles importants dans la mobilisation et la survie des
EPCs.” Une étude portant sur un modéle animal de souris hyper-cholestérolemique ApoE™ a
démontré que les EPCs de souris plus dgées sont moins efficaces que les EPCs de jeunes souris
dans la prévention des Iésions athérosclérotiques.”>* La déplétion des réserves d’EPCs due a
I’avancement de 1’age est exacerbée chez les individus qui présentent d’autres facteurs de risques
cardiovasculaires. L’augmentation du nombre d’EPCs circulantes et le «rajeunissement» de
I’endothélium vasculaire semblent &tre une approche protectrice contre les maladies

cardiovasculaires induites par la dysfonction endothéliale avec le vieillissement.**

1.10.7 Le stress oxydatif

L’effet marqué du stress oxydatif existe souvent simultanément avec les autres facteurs
de risque, tels que le diabéte, I’hypertension, le tabagisme et le vieillissement, qui prédisposent a
la dysfonction endothéliale et a la pathogenése des maladies cardiovasculaires. Cet effet est
essentiellement exprimé par un déséquilibre entre la production et la biodisponibilité
physiologique du NO et la production des ROS.>* Les EPCs ainsi que les cellules endothéliales
sont tres sensibles a ces déséquilibres. Il est bien établi que des niveaux faibles de stress oxydatif
jouent un rdle dans la régulation des fonctions des EPCs, tels que la différenciation, la
prolifération et la migration.”>> Par contre, lorsque le stress oxydatif est augmenté, la fonction

des EPCs est négativement régulée due a I’activité induite de la NADPH oxidase, une des

235
S,

sources majeures des RO et le découplage d’eNOS menant ainsi a la dérégulation de la

réparation endothéliale et de 1’angiogenése induites par les EPCs.?** #*® Dans les EPCs, la

surproduction des ROS induit la production des ox-LDL, qui ont des effets déléteres sur leurs

234

fonctions.”™" Les niveaux élevés de stress oxydatif inhibent la prolifération et induisent

234,237

I’apoptose et la sénescence de ces cellules, et ce par la désactivation de la voie signalétique

PI3K/Akt.>® D’autre, part, une activité réduite et altérée d’eNOS, menant a une biodisponibilité

190

réduite du NO, entraine une réduction de la mobilisation et du recrutement des EPCs ™ et
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promeut leur sénescence.'® ' '¥7 De plus, le stress oxydatif semble réguler négativement les
niveaux des nucléotides cycliques, plus particulierement le cGMP dans les EPCs, limitant ainsi
leur potentiel régénératif.>* Or, une approche thérapeutique serait d’augmenter le

(- 239
renouvellement de ces nucléotides.

En effet, des études ont récemment postulé que la protéine
kinase activée par ’AMP pourrait induire I’activité de la manganése superoxide dismutase
(«Manganese Superoxide Dismutase», MnSOD), qui est un enzyme responsable de la réduction
du stress oxydatif,’* et inhibe la dérégulation d’eNOS®*' résultant en I’inhibition de la

dysfonction et de I’apoptose des «early» EPCs.

1.10.8 Autres facteurs

Plusieurs autres facteurs ont une influence considérable sur le nombre et la fonction des
EPCs,” tels que la CRP **, la troponine,”* le NT-proBNP («N-terminal pro-brain-type
natriuretic peptide»),”**** et I’homocystéine®’. Le CRP bloque 1’eNOS,'" *** inhibe la
249

sécrétion pro-angiogénique de I'IL-8,'®! altére la fonction angiogénique des EPCs,** induit

24 . N . . N ’ \ 2 251
I’apoptose de ces cellules®*® et contribue a I’inflammation et a 1’athérogenése.”" *°

D’autre part,
les niveaux élevés de NT-proBNP corrélent avec les niveaux faibles des «early» EPCs,*** 2>
possiblement reliés a 1’exhaustion de la mobilisation de ces cellules a partir de la moelle
osseuse.”*® De plus, les niveaux élevés de 1’homocystéine sont associés au nombre et a la
différenciation réduites des EPCs chez les patients qui souffrent des maladies de [’artere
coronaire.” Le nombre réduit des «early» EPCs est dii a I’apoptose de ces cellules par un

254, 255

mécanisme impliquant la caspase-3 et une activité télomérique réduite.**®

1.11 Le role des EPCs dans les maladies cardiovasculaires

Le role de I’endothélium dans le systéme cardiovasculaire est de maintenir I’intégrité des
vaisseaux en leur offrant une protection au niveau du tonus et de la perméabilité vasculaire. De
plus, I’endothélium joue le role de «tapis» cellulaire bloquant Dinfiltration de cellules
inflammatoires et la prolifération des SMCs sous-jacentes qui contribuent a la formation du
néointima. Suite a I’endommagement endothélial, la fonction de ce systeme est affaiblie résultant
en une diminution de la production de substances vasodilatatrices et anti-thrombotiques induisant
ainsi I’inflammation et la thrombose. La capacité des cellules endothéliales matures dans la

régénération vasculaire est limitée. Or, I’importance des cellules progénitrices ayant un potentiel
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régénératif est plus marquée. Depuis 1’étude pionniere d’Asahara ef al. en 1997, ’emphase des
recherches dans le domaine de la régénération vasculaire a été placée sur les EPCs. Bien que
nous ayons discuté de la biologie des EPCs et des facteurs qui influencent leur fonction, la
compréhension du role des EPCs, et, plus spécifiquement, de chaque sous-population d’EPCs,
dans les processus menant aux maladies cardiovasculaires est essentielle au développement des

approches thérapeutiques.

1.11.1 La réparation endothéliale

Le role des EPCs dans la réparation endothéliale est une des premieres questions
soulevées dans ce domaine. Des études ont rapporté que la sous-population des «early» EPCs
contribue a la réparation endothéliale par la relache des facteurs paracrines, permettant de
maintenir I’intégrité des cellules endothéliales ma‘cures,257 alors que les «late» EPCs, ou ECFCs,
sont les cellules prolifératives qui permettent la réendothélialisation et la formation de nouveaux

tubes vasculaires (Figure 1.4).% #%2¢

Les «late» EPCs sont également plus appropriées comme
cellules véhicules permettant le transfert des génes et des facteurs angiogéniques.”®' Or,
I’hétérogénéité des sous-populations d’EPCs pourrait contribuer de fagon différentielle au
potentiel régénératif de ces cellules.”® De plus, une étude a démontré que les «early» EPCs
dérivées de la rate améliorent la réendothélialisation et réduisent la formation du néointima dans

263 Dans un modele

un modele d’endommagement endothélial de Dartére carotide.
d’endommagement endothélial par ballon, les EPCs circulantes accélérent la réparation de
I’endothélium et réduisent aussi 1’activation des SMCs responsables de la formation du
néointima.”** Le potentiel régénératif des EPCs se trouve aussi important au niveau des greffes
vasculaires. La capacité de ces cellules progénitrices a domicilier aux greffes et aux stents et a
induire la réendothélialisation est a la base de I’efficacité de ces approches thérapeutiques.®®>2%
Le potentiel des EPCs dans la réendothélialisation est important au niveau de plusieurs
maladies cardiovasculaires et sera discuté plus en détail pour chaque condition

pathophysiologique, telles que la thrombose, la resténose et I’athérosclérose.

1.11.2 La néovascularisation

La néovascularisation est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins aux sites de

Iésions vasculaires. Plusieurs études ont démontré que les EPCs ont un potentiel important dans
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1029 Depuis I’étude d’Asahara et al, le potentiel de

la régénération vasculaire.>”
néovascularisation par les EPCs a premiérement été mis en évidence par Kalka et al. démontrant
le potentiel important de la transplantation intraveineuse des EPCs chez les souris ischémiques
immunodéficientes.* D’ailleurs, cette étude a démontré 50% moins de nécrose chez les souris
transplantées avec des EPCs. Par la suite, le potentiel régénératif des EPCs dans I’ischémie a été

7 270
c

confirmé.””” La transplantation des EPCs contribue a la néovascularisation au niveau du

myocarde ischémique et améliore la fonction réduite du ventricule gauche par I’inhibition de
I’apoptose des cardiomyocytes.”’" *’* Cependant, les EPCs sont impliqués dans les processus de
néovascularisation physiologique et pathologique.'** "

Dans le domaine cardiovasculaire, les approches thérapeutiques visent a améliorer le

potentiel de néovascularisation des EPCs.'®®

Parmi ces approches, on note la modification
génétique des EPCs. Entre autres, le transfert du géne VEGF permet d’améliorer le potentiel
régénératif des EPCs et offre une plus grande efficacité thérapeutique.”® Des approches
alternatives dans le domaine de la néovascularisation suggeérent qu'une co-culture de plusieurs

types de cellules souches ou progénitrices serait plus efficace.®® %"

Bone Marrow/other tissues

Injured ECs

Proliferation
== | =] and
Mature vessel Vessel wall late- = @ migration of
wall ECs EPC vessel wall
=1 fa= a late-EPCs
Circulating late-
Early-EP
My FES EPC
o
Injured ECs Angiogenic
factors

Figure 1.4: Mod¢le schématique de 1’interaction entre les «early» et les «late» EPCs. «Early» et «late»
EPCs sont relachées de la moelle osseuse ou d’autres tissus pour initier la réparation vasculaire
(réendothélialisation) ou la néovascularisation. Les «early» EPCs (en bleu), dérivées de cellules
hématopoiétiques circulantes, présentent une capacité paracrine importante dans la modulation de la
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réendothélialisation et de la formation de nouveaux vaisseaux par les «late» EPCs (en vert). Légende :
Bone marrow/other tissues (moelles osseuse/autres tissus), injured ECs (cellules endothéliales
endommagges), re-endothelialisation (réendothélialisation), proliferation and migration of vessel wall
late-EPC (prolifération et migration des «/ate» EPCs dérivées de la paroi vasculaire), mature vessel wall
ECs (cellules endothéliales matures de la paroi vasculaire), circulating late-EPCs («late» EPC
circulantes), angiogenic factors (facteurs angiogéniques). Kirton et Xu. Endothelial precursors in vascular
repair. Microvasc Res. 2010;79:193-199

1.11.3 L’inflammation

L’inflammation, caractérisée par une augmentation de facteurs inflammatoires, tels que le

160, 161, 242, 248-250, 275 163, 164 200, 203 . . 155, 174, 192, 198
CRP™> 7 7~ » 7%, le TNF-o ™ ™, I’ox-LDL™™ “*, I’angiotensine I[°> "™ 7= 77

241, 247, 253-256 276-285

I’homocystéine et le CD40L (qui sera discuté en détail dans le chapitre 4), esta
la base de la dysfonction des EPCs menant a plusieurs maladies cardiovasculaires, dont
I’athérosclérose, 1’hypertension et le diabéte.”™ La fonction atténuée des EPCs sous des
conditions inflammatoires est principalement dii a une augmentation du stress oxydatif. Les
médiateurs pro-inflammatoires stimulent la production des protéines de phase aigué et
I’expression des molécules d’adhésion a la surface endothéliale menant ainsi a I’athérogenése.
Cependant, I’inflammation induit aussi la production de cytokines pro-angiogéniques, telles que
le VEGF, G-CSF, IL-8 et SDF-1a, impliquées dans le recrutement des EPCs. Par contre, leurs
effets sont déléteres en présence de niveaux ¢€levés de médiateurs inflammatoires résultant ainsi
en une déficience de la réparation endothéliale.?*’

Chez les individus sains, le CRP réduit la survie, la différenciation et le potentiel

160. 249, 230. 275 yar une dérégulation d’eNOS** et de I'IL-8."* De plus, le

angiogénique des EPCs
nombre et la fonction des «early» EPCs sont réduits en présence du TNF-a..'°* ' D’autre part, le
stress oxydatif induit le recrutement des EPCs dont la fonction est altérée au niveau de leur
mobilisation, migration, et différenciation.'® Le systéme rénine-angiotensine joue aussi un role
dans le stress oxydatif et I’inflammation. En effet, ’angiotensine II dans accélére la sénescence
des «early» EPCs en induisant un stress oxydatif via son récepteur angiotensine de type 1>
Aussi, 1’aldostérone atténue I’expression du récepteur VEGFR-2 et inhibe la génération des
«early» EPCs par la voie signalétique de 1’ Akt.**®

Une dérégulation de 1’équilibre entre le NO et le stress oxydatif permet le développement
de conditions pathophysiologiques. L’eNOS et la production de NO sont requises pour induire

Iactivité de la MMP-9, qui est responsable de la mobilisation des «early» EPCs.” #*° Une
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biodisponibilité¢ réduite du NO résulte en des effets néfastes sur le nombre et la fonction des
EPCs, particuli¢rement la fonction angiogénique des «early» EPCs. '3 196205229, 231,234, 236,289,
Une panoplie d’interventions a ét€ considérée comme moyen thérapeutique permettant de
réduire I’inflammation et le stress oxydatif résultant en une fonction accrue des EPCs. Parmi ces
approches, on note I’utilisation des anti-inflammatoires et des antioxydants dont les ARBs, les 3
bloqueurs, les inhibiteurs de la CRP, les inhibiteurs du TNF, les inhibiteurs de la xanthine

. . \ 124, 1 164, 1 1 174, 206, 2
oxydase, les statines, les agonistes du PPARYy et les estrogénes. !>+ 17>- 104, 16,167, 174,206, 287

1.11.4 La thrombose

La thrombose est caractérisée par la formation d’un caillot de sang qui résulte en
I’obstruction d’un vaisseau sanguin (cette condition sera présenté plus en détails dans le chapitre
2 sur les plaquettes). Il a été démontré que la transplantation d’EPCs transfectées avec le geéne

VEGF-165 améliore leur potentiel de recanalisation du thrombus veineux. *** *!

De plus, la
concentration de microparticules, relachées par les cellules endothéliales apoptotiques induites
par I’activation du plasminogene, est inversement proportionnelle au potentiel angiogénique des
«late» EPCs.*> Ces effets impliquent I’activation des MMPs, induisant ainsi la formation de
nouveaux vaisseaux.”> Ces cellules seraient une cible thérapeutique dans la réduction et

117, 291, 293

I’inhibition de thrombus. Du point de vue thérapeutique, 1’implantation de stents

capteurs d’EPCs, plus particulierement des «/ate» EPCs, est une approche importante qui vise a

limiter la thrombogenicité et permettre la réendothélialisation.”* **

1.11.5 La resténose

La resténose est caractérisée par une réapparition d’une sténose, c’est-a-dire le
rétrécissement des vaisseaux de grand calibre et des artéres, suite a une intervention chirurgicale
cardiaque, dont 1’angioplastie et I’intervention coronarienne percutanée («Percutaneous
Coronary Interventiony, PCI), pour traiter les vaisseaux obstrués causés par la formation d’une
plaque athéromateuse ou d’un thrombus. Ces approches sont couramment suivies par le
placement d’un stent pour prévenir la rétraction du vaisseau. Cependant, on note un
endommagement endothélial important suite a ces interventions et le placement de stents résulte
en plusieurs complications post-chirurgicales, dont I’inflammation et la formation de néointima

dues a la prolifération de SMCs résultant en I’hyperplasie. Les EPCs joueraient un rdle
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protecteur suite a 1’intervention chirurgicale permettant de régénérer un endothélium vasculaire

fonctionnel >

En effet, I’activation de la fonction des «early» EPCs par le cilostazol, un anti-
plaquettaire, induit la réendothélialisation et inhibe la formation de néointima dans un modé¢le
d’angioplastie par ballon chez les rats.””> C’est alors que 1intérét de créer des stents capteurs ou
enrobés d’EPCs est intéressant permettant de restaurer et de maintenir I’intégrité de la paroi

. 267, 268, 294, 296-301
vasculaire.

En effet, les stents recouverts d’anticorps contre VE-Cadhérine
peuvent capter des EPCs et accélérer la réendothélialisation tout en inhibant la formation de
néointima.”®’

Alors que les EPCs contribuent a la réendothélialisation et jouent un rdle protecteur
contre la resténose, une récente étude suggére que les cellules CD34" peuvent aussi se
différencier en SMCs sous des conditions inflammatoires. Or, I’environnement ne permettrait
pas a ces cellules de générer des cellules endothéliales et serait donc impliqué dans le
développement de la resténose.’” *® D’ailleurs, une étude a récemment démontré que chez les
patients qui développent une resténose aprés une intervention coronarienne percutanée
(«Percutaneous Coronary Intervention», PCI) et suivant le placement d’un stent, le nombre
d’EPCs est augmenté et contribue & I’artériogenése.”®* Il serait donc essentiel de bien étudier les
conditions utilisées dans les approches thérapeutiques afin de favoriser la régénération de
I’endothélium et restaurer son rdle protecteur. Des approches thérapeutiques de modification
génétique des EPCs seraient un moyen important dans la réendothélialisation post-angioplastie et
la prévention du développement d’une resténose. D’ailleurs, la surexpression d’eNOS améliore
la fonction des «early» EPCs dans I’inhibition de I’hyperplasie néointimale en restaurant la

fonction vasodilatatrice de I’endothélium.*®

1.11.6 L’athérosclérose

L’athérosclérose est caractérisée par une infiltration de leucocytes, I’accumulation du
cholestérol avec la formation de cellules spumeuses, la prolifération et I’accumulation des SMCs

i . (s 262
résultant en la formation du néointima.>®

L’activation et ’endommagement de 1’endothélium
induisent des lésions qui résultent en 1’inflammation et la dysfonction endothéliale. Initialement,
I’hypothese était que les cellules endothéliales adjacentes proliférent pour réparer les 1ésions
endothéliales. Par contre, des études plus récentes suggerent que ce sont les cellules progénitrices
qui sont recrutées aux sites de lésions vasculaires et s’incorporent pour réparer les lésions. Les
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niveaux ¢élevés de CRP, corrélés avec I’inflammation dans 1’athérosclérose, dérégulent
I’expression d’eNOS et promeuvent 1’apoptose des «early» EPCs.**® Une étude a démontré que
chez les souris athérosclérotiques ApoE™, les EPCs s’incorporent directement au niveau de la

Iésion et contribuent a la régénération des cellules endothéliales au niveau des greffes

232, 265

vasculaires. Un role important des EPCs est de limiter la progression de 1’athérosclérose

malgré la présence d’une lésion vasculaire. Par contre, plusieurs études ont réfuté ces résultats en

suggérant que les EPCs ne contribuent pas a la réendothélialisation suite a la rupture d’une

E—/— 305

plaque athérosclérotique telle qu’observée chez des souris Apo et que ces cellules

) . . N . fo 2306, 307
pourraient méme contribuer a induire davantage 1’athérosclérose”

113, 308

ainsi que 1’athérogenese,

et des SMCs aux sites de Iésions athérosclérotiques.’”

par le recrutement des plaquettes
Or, le role des EPCs dans ’athérosclérose demeure une question non résolue quant a I’effet
bénéfique ou néfaste de ces cellules sous cette condition pathologique.”® 11 a été suggéré que les
EPCs protegent contre la formation des lésions dans les stades précoces du développement de
I’athérosclérose mais que ces cellules peuvent aussi contribuer a 1’exacerbation en étant
impliquées dans D’athérogenése aux stades avancés de cette maladie.”® Alors que les EPCs
jouent un role athéro-protectif important par la régénération de 1’endothélium, elles peuvent
également participer a la progression de I’athérosclérose par leur potentiel angiogénique au
niveau de la plaque. Nous allons discuter dans le chapitre 4 du role de la molécule inflammatoire
CDA40L au niveau du développement de 1’athérosclérose et étudier dans ce projet de doctorat son

role sur la fonction des EPCs.?’¢2%

1.11.7 L’infarctus du myocarde

L’infarctus du myocarde est une des manifestations aigués des maladies coronariennes
caractérisé par la nécrose des cellules d’une partie du muscle cardiaque. Les événements post-
infarctus peuvent générer une panoplie de complications, dont ’insuffisance cardiaque. Les
effets induits par les EPCs seraient thérapeutiques et permettraient de régénérer un tissu
endommagé. Un étude récente a démontré que les EPCs dérivées du cordon ombilical humain
peuvent contribuer a sauver le cceur de rat suite a un infarctus du myocarde par 1’amélioration de
la fonction cardiaque et la réduction de la fibrose.'® Plusieurs études ont démontré le role

important des EPCs dans la néoangiogenese et la perfusion du cceur post-infarctus.’> 31113
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Les récentes approches thérapeutiques visent a utiliser des cellules souches ou
progénitrices dérivées de la moelle osseuse afin de permettre la régénération du tissu et la
néovascularisation. Entre autres, I’AVE9488, un amplificateur de la transcription d’eNOS,
atténue le remodelage cardiaque et la dysfonction endothéliale chez les rats suite a 1’infarctus du
myocarde.’* Plusieurs moyens de traitement ont également été envisagés afin de favoriser la
fonction thérapeutique des EPCs. Une étude suggere que le blocage du CD18 au niveau des
EPCs inhibe leur recrutement et leur fonction bénéfique chez des souris ayant subi un infarctus
du myocarde. Le CD18 serait une cible thérapeutique permettant 1’augmentation de la densité
capillaire dans la zone infarcie et une réduction de la dilatation cardiaque et de la fibrose.'” De
plus, le «priming» des «early» EPCs avec des chimiokines, telle que le SDF-1a, contribue a la
néovasculogenese et I’atténuation du remodelage ventriculaire, permettant ainsi de préserver la

. . . N . 141
fonction ventriculaire dans un modele de rat d’infarctus du myocarde.

De plus,
I’administration d’un peptide analogue de SDF-la a démontré des effets bénéfiques sur la
migration des «latey EPCs et une fonction ventriculaire améliorée suite a 1’infarctus du
myocarde.'” Alternativement, 1’utilisation de ’estrogéne, tel que estradiol, permettrait de
préserver l'intégrité du tissu suite a I’ischémie telle qu‘observée par 1’augmentation de la
mobilisation et de 1’incorporation des «early» EPCs par une surexpression de la MMP-9 via la
voie signalétique d’eNOS dans un modéle de souris post-infarctus.'”” Comme plusieurs maladies
cardiovasculaires, la biodisponibilité du NO serait en cause de la progression de la maladie. Les
statines seraient une approche importante qui permettrait d’améliorer la mobilisation des «early»
EPCs et d’augmenter leur potentiel de néovascularisation myocardique résultant en la réduction

de la dysfonction du ventricule gauche et de la fibrose.'®’

1.11.8 L’insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque cause annuellement 10% des mortalités et est souvent
. , . . . 14 P e, . g
manifestée suite a I’infarctus du myocarde.”'* La capacité a performer des activités quotidiennes

est considérablement diminuée chez les patients souffrant de cette maladie.*'*

La dysfonction
endothéliale résulte en une perfusion myocardique réduite et une fonction ventriculaire altérée.
Dans I’insuffisance cardiaque, cette dysfonction résulte d’un déséquilibre du NO et des ROS di
au stress oxydatif.’"” L’interaction des anions de superoxide avec le NO génere des radicaux
libres, principalement le peroxynitrite (ONOO’), qui induisent davantage la dysfonction
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31 De plus, la biodisponibilité réduite du NO prédispose ces individus a I’activation

endothéliale.
et a I’agrégation plaquettaire impliquées dans les processus thromboemboliques de I’insuffisance
cardiaque.’™® Dans les études cliniques, il a été rapporté que le nombre de «early» EPCs est
réduit chez les patients souffrant de cette maladie, et ce possiblement dii & une augmentation des
médiateurs pro-inflammatoires, tels que I’IL-1, I’'IL-6, le TNF-a, le MCP-1, I’interféron-y et le
CRP, et a I’altération du recrutement, de la migration et du potentiel de néovascularisation de ces
cellules 252 316318

Les approches thérapeutiques utilisées chez les patients souffrant de 1’insuffisance
cardiaque visent a améliorer le nombre et la fonction des EPCs par plusieurs moyens, tels que

54, 219, 223, 225, 319 100 154 eips 153 P
PO A e le VEGF, I’érythropoiétine, > les inhibiteurs de la

320
L,

I’exercice physique,

321

xanthine oxydase, tel que I’allopurino et ’injection intra-coronaire d’EPCs.””" D’autre part,

I’administration des inhibiteurs des ACEs, des antagonistes de 1’angiotensine et de 1’aldostérone
ainsi que des statines contribuent a réduire la dysfonction endothéliale par la restauration de la

biodisponibilité du NO.'?* 167-206. 288

1.12 Les effets des facteurs physiologiques et pathologiques sur les EPCs

Tableau 1.3 Effets des facteurs

physiologiques et pathologiques sur les EPCs

(ou mode de vie actif)

1 Mobilisation des EPCs
1 Potentiel de formation

Facteurs Effets sur les EPCs Références
Physiologiques :
Exercice physique 1 Nombre des EPCs Rehman et al. (2004)°"

Tobler et al. (2010)**
Witkowski et al. (2011)*

| Production du VEGF et
du NO

1 Stress oxydatif

| Activité des
télomérases

de colonies des EPCs Silva et al. (2012)**
Lenk et al. (2011)*"®
Moebius-Winkler et al. (2011)*"
MacEaneany et al. (2009)**°
Vieillissement | Nombre des EPCs Tao et al. (2006)**°
(> 60 ans ) | Migration et Heiss et al. (2005)*
prolifération des EPCs Hoetzer et al. (2007)**

Rauscher et al. (2003)***
Cooke et al. (2002)**
Hoffmann et al. (2001)>°
Mikirova et al. (2009)**
Qi et al. (2012)*"

Toda et al. (2012)**
Thorin et al (2011)**
Kushner et al. (2011)***

Pathologiques :

Diabéte/hyperglycémie

| Mobilisation,

domiciliation, migration

Petrelli et al. (2012)"**
Kim et al. (2012)"
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et différenciation des Tepper et al. (2002)'*

EPCs Segal et al. (2006)'*®

| Adhésion et Loomans et al. (2004)"*!
prolifération des EPCs Loomans et al. (2009)""!
| Potentiel Chen et al. (2007)"*
d’incorporation des EPCs | Cubbon et al. (2009)'*’
1 Stress oxydatif, Hamed et al. (2011)"*’

endommagement de
I’ ADN, apoptose des

EPCs
1 Lipotoxicité
Hypertension | Nombre des EPCs Van Zonneveld et al. (2006)'*
| Production du NO Giannotti et al. (2010)"®
1 Vasoconstriction Di Stefano et al. (2011)"*

1 Remodelage vasculaire | Fadini et al. (2010)'”
Fadini et al. (2007)**

Hyperlipidémie/ | Fonction angiogénique | Imanishi et al. (2003)**

hypercholestérolémie des EPCs Imanishi et al. (2004)*
| Différenciation, Wang et al. (2004)**
prolifération des EPCs Haddad et al. (2011)**
1 ox-LDL et ROS Ma et al. (2006)*”
| eNOS Chen et al. (2004)*"!
1 Sénescence des EPCs

Tabagisme | Nombre et fonction des | Di Stefano et al. (2010)"*
EPCs Ludwig et al. (2010)*”
| Propriétés antioxydants | Michaud et al. (2006)*"
des EPCs Kondo et al. (2004)*"
1 ROS Mayhan et al. (1996)*"

Neuntefl et al. (2002)*'°
Mandraffino et al. (2010)*"*
Puls et al. (2011)*"7
Cardinale et al. (2012)*"*

Stress oxydatif 1 NADPH oxidase Thum et al. (2007)*°
1 Apoptose des EPCs Chen et al. (2007)'*
| Mobilisation, Tousoulis et al. (2008)**’
recrutement et Cubbon et al. (2009)'*
prolifération des EPCs Hamed et al. (2011)"*’
1 eNOS Fleissner et al. (2011)>*
Kim et al. (2012)"
Tie et al.(2010)>*
Thrombose 1 Mobilisation des EPCs | Smadja et al. (2005)"**
1 Vascularisation Smadja et al. (2008)**°

Lacroix et al. (2007)*
Abou-Saleh et al. (2009)'"’
Jantzen et al. (2011)*”
Yazdani et al. (2012)**

Resténose | Nombre des EPCs Zhao et al. (2008)°"
| Adhésion des EPCs Inoue et al. (2011) *”
| Réendothélialisation
Inflammation 1 Nombre des EPCs Tousoulis et al. (2008)*’
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1 Recrutement des EPCs
1T ROS

Athérosclérose

1 Inflammation
1 Apoptose des EPCs
| Fonction des EPCs

Hu et al. (2003)**”
Rauscher et al. (2003)**2
Hagensen et al. (2010)*”
Chen et al. (2012)**

Infarctus du myocarde 1 Nombre des EPCs Kocher et al. (2001)*"
Hu et al.(2009)"°
Sekiguchi et al. (2009)°"!

Insuffisance cardiaque | Nombre des EPCs Valgimigli et al. (2004)’"

| Recrutement, migration
et potentiel angiogénique
des EPCs

1 Médiateurs
inflammatoires

Andreou et al. (2006)°'
Michowitz et al. (2007)**2

Tumeurs

1 Hypoxie, HIF-1a,
VEGF, SDF-1a

1 Recrutement et
prolifération des EPCs

Chang et al. (2007)'"
Kopp et al. (2006)'7
Jiang et al. (2006)'"®
Li Calzi et al. (2010)""’

Hormones :

Estrogéne | Sénescence des EPCs Imanishi et al. (2005)"* ">
1 Mobilisation des EPCs | Iwakura et al. (2003) '*°
1 Réendothélialisation et | Iwakura et al. (2006)"’
néovascularisation Aicher et al (2005)*
Erythropoiétine 1 Différenciation des Bahlmann et al. (2004)"

EPCs
1 Mobilisation des EPCs

Aicher et al. (2005)%

Angiotensine II

| Nombre des EPCs

Imanishi et al. (2005)"

Bahlmann et al. (2005)'7*
Endtmann et al. (2011)"?
Cacciatore et al. (2011)""®

Aldostérone | Différenciation des Marumo et al. (2006)**®
EPCs

Léptine | Migration et potentiel Wolk et al. (2005)"”
angiogénique des EPCs

Adiponectine 1 Fonction des EPCs Petrelli et al. (2012)"**

Cytokines/chimiokines :

G-CSF 1 Mobilisation et Brugger et al. (1993)**
différenciation des EPCs | Sato et al. (1993)"®
Kong et al. (2004)***
Jin et al. (2008)%
Sovalat et al. (2011)
SDF-1a 1 Mobilisation des EPCs | Heissig et al. (2002)™

1 Adhésion et
différenciation des EPCs
1 Fonction angiogénique
des EPCs

1 Fonction des EPCs

De Falco et al. (2004)**®
Jin et al. (2008)
Massberg et al. (2006)'"?
Stellos et al. (2008)'"
Stellos et al. (2009)**
Zemani et al. (2008) **°
Frederick et al. (2010)""!
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Shen et al. (2011)""’
Hiesinger et al. (2010)'%
Petrelli et al. (2012)"**

CRP | Nombre, survie et Patel et al. (2001)*"
potentiel angiogénique Verma et al. (2004)'®
des EPCs George et al. (2004)**
| eNOS Suh et al. (2004)**
| Production de 1’TL-8 Nan et al. (2009)"'
1 Inflammation Chen et al. (2012)**
Venugopal et al. (2005)*°
Devaraj et al. (2009)>'
TNF-a | Nombre des EPCs Seeger et al. (2005)
| Adhésion, migration, Chen et al. (2011)'%
prolifération et potentiel | Zhang et al. (2009)'®
angiogénique des EPCs Xu et al. (2011)"%
| eNOS, INOS, et la
production du NO
1 Sénescence des EPCs
IL-8 1 Fonction des EPCs Petrelli et al. (2012)"**

Facteurs de croissance :

VEGF

1 Mobilisation des EPCs
1 Fonction des EPCs

Kalka et al. (2000)'"
Aicher et al. (2005)%
Meng et al. (2010)*"
Petrelli et al. (2012)"

Angiopoiétine-1 (Ang-1)

1 Mobilisation des EPCs

Aicher et al. (2005)”

PDGF

1 Différenciation des
EPCs

Miyata et al. (2005)'*

Médicaments :

Statines (inhibiteurs de la
HmG-CoA réductase)
(e.g atorvastatin, rosuvastatin)

1 Nombre des EPCs

1 Mobilisation et
différenciation des EPCs
1 Production du NO

| Activité de caspase-3

Vasa et al. (2001)'®
Dimmeler et al. (2001)**
Walter et al. (2002)'**
Landmesseer et al. (2004)'
Urbich et al. (2005)'"!
Spyridopoulos et al. (2004)
Pirro et al. (2009)"
Cubbon et al. (2009)'*
Wojakowski et al. (2012)'%
Noor et al. (2007)*"’

170

Inhibiteurs des ACEs
(e.g. Ramipril)

1 Nombre d’EPCs
1 Relache de VEGF
| Stress oxydatif

Werner et al. (2005)'"
Bahlmann et al. (2005)'7*
van Zonneveld et al. (2006)'*

Bloqueurs/antagonistes des
récepteurs de 1’angiotensine
(e.g. olmesartan, ibesartan,

telmisartan, valsartan)

1 Nombre d’EPCs
1 Relache du VEGF
| Stress oxydatif

Werner et al. (2005)'"”
Bahlmann et al. (2005)'™
Endtmann et al. (2011)"?

Agonistes de PPARYy
(e.g. rosiglitazone)

| Activité de la caspase-3
et I’apoptose des EPCs

1 Adhésion, migration,
différenciation et

Xu et al. (2011)'*

Dzau et al. (2005)"®
Everaert et al. (2010)"
Wojakowski et al. (2012)'%
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prolifération des EPCs

Anti-hypertenseurs

1 Fonction des EPCs

Van Zonneveld et al. (2006)'*
Cacciatore et al. (2011)'%®

Immunosuppresseurs
(e.g. sirolimus (ou rapamycin)
et cyclosporine)

| Adhésion, migration et
prolifération des EPCs
1 Apoptose des EPCs

Butzal et al. (2004)' "
Everaert et al. (2010)'

Inhibiteurs de xanthine
oxydase
(e.g. allopurinol)

1 Nombre des EPCs
1 Fonction des EPCs

Kelkar et al. (2011)**°

Anti-plaquettaires
(e.g. cilostazol)

1 Fonction des EPCs

Kawabe-Yoto et al. (2011)*°

Autres :

NO

1 Nombre des EPCs
1 Mobilisation et
prolifération des EPCs

Aicher et al. (2003)”
Aicher et al. (2005)%
Cooke et al. (2002)**°
Ozuyaman et al. (2005)**"'
Ma et al. (2006)*”
Watson et al. (2008)"°
Thum et al. (2007)>*
Fleissner et al.(2011)>*
Cui et al.(2011)*
Hoffmann et al. (2001)>°
Qi et al. (2012)*"

PGI, (Analogue : treprostinil)

1 Nombre des EPCs

1 Recrutement des EPCs
1 Potentiel angiogénique
des EPCs

Smadja et al. (2011)**
Kawabe et al. (2010)'*°

(e.g. benfotiamine)

NT-pro-BNP | Nombre des EPCs de Lemos et al. (2003)**
| Mobilisation des EPCs | Heeschen et al. (2004)**
Michowitz et al. (2007)**
Surdacki et al. (2010)**
Troponine | Nombre des EPCs Apple et al. (1997)**
| Mobilisation des EPCs
Homocystéine | Nombre des EPCs Chen et al. (2004)**
| Prolifération et Zhu et al.(2006)>°
différenciation des EPCs | Alam et al. (2009)**
1 Apoptose et sénescence | Jia et al (2011)**!
des EPCs Lietal. (2011)*°
Huang et al. (2011)*°
Antioxydants 1 Fonction des EPCs Petrelli et al. (2012)"™*

Légende : Nombre d’EPCs : compte d’EPCs en circulation; mobilisation des EPCs : augmentation des facteurs
permettant la relache des EPCs a partir de la moelle osseuse; prolifération des EPCs : nombre accru d’EPCs par une
division cellulaire; recrutement des EPCs : EPCs ammenées au site d’endommagement ou de 1ésion en particulier;
migration des EPCs : un mouvement d’EPCs a travers des cellules ou une matrice; réendothélialisation : réparation
endothéliale; néovascularisation : formation de nouveaux vaisseaus;
durée déterminée ou comparaison entre un mode de vie actif versus sédentaire; vieillissement : individus agés de
plus de 60 ans. Inspiré de Everaert et al. (2010) Current perspective of pathophysiological and interventional effects
on endothelial progenitor cell biology: Focus on PI3K/Akt/eNOS pathway. Int J Cardiol. 2010;144:350-366.
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1.13 Les EPCs et la médecine régénérative

1.13.1 La thérapie cellulaire

Les recherches sur la biologie des EPCs suggérent un potentiel intéressant de ces cellules
dans la réparation endothéliale et la régénération vasculaire. Malgré les controverses sur la
source, la nature et la fonction des EPCs, plusieurs études ont utilisé différentes sous-populations
d’EPCs afin d’étudier leur potentiel thérapeutique. Dans I’ensemble des recherches, les EPCs
présentent des résultats thérapeutiques considérables dans le domaine cardiovasculaire. La
transplantation des EPCs et I'utilisation de ces cellules dans les greffes ont été les premicres
options thérapeutiques explorées. Par la suite, la thérapie génétique des EPCs a été une approche
thérapeutique alternative.”® Malgré le but des études étant d’améliorer la fonction des EPCs in
vivo, les approches utilisées ont généré des résultats qui présentent des limitations quant a leur
application clinique.

Asahara et al. ont utilisé des cellules CD34" dans des modéles d’ischémie périphérique
de souris et de lapins afin de déterminer leurs propriétés angiogéniques in vivo. Cette étude a
démontré que les cellules CD34" injectées se localisent aux sites ischémiques et qu’aprés six
semaines, elles s’incorporent dans les nouveaux capillaires formés.”® Une étude par Kalka et al. a
¢galement démontré que les EPCs cultivées in vitro puis injectées chez les souris améliorent la
néovascularisation.”* L utilisation des EPCs ex vivo > et in vivo®® dans les greffes prosthétiques
démontrent un potentiel d’endothélialisation important dans ces approches thérapeutiques.
L’expansion ex vivo des EPCs en présence des facteurs induisant leur croissance, différenciation
et prolifération est a la base de plusieurs études de transplantation et d’injection des EPCs.

De plus, le role de la composition des matrices extracellulaires sur la fonction des EPCs
démontrent que ces cellules sont influencées par le support structurel qu’offrent ces matrices. En
effet, des études ont démontré que les EPCs envahissent les matrices de collagéne in vivo et que
cette plateforme structurelle favorise la survie, I’adhésion et la différenciation des cellules

e ,. 334, 335
progénitrices en cellules endothéliales matures.”™

D’autre part, une matrice de fibrine
augmente la survie des «early» EPCs et la production de cytokines par ces cellules.****® Ces
résultats ont suggéré une approche thérapeutique alternative permettant la transplantation des
EPCs sur des matrices artificielles, qui portent des propriétés physiologiques de la matrice
extracellulaire, et peuvent ainsi contribuer a la réparation endothéliale suite au placement de

stents.” De plus, I’ingénierie des polyméres artificiels, en incorporant des motifs RGD, est une
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approche qui vise a améliorer le recrutement et I’adhésion des «/ate» EPCs, par 1’association
d’intégrines, et ainsi limiter la formation de néointima.”” **° Ces approches offrent donc un
environnement qui favorise les fonctions régénératives des EPCs.

Une alternative a la thérapie cellulaire utilisant les EPCs est ’approche génétique. La
modification génétique des EPCs lors de leur expansion ex vivo serait un moyen d’offrir une
fonctionnalité¢ améliorée aux EPCs préalablement a leur infusion. Cette approche serait utile
puisqu’elle limite la nécessité de sources tissulaires requises pour générer une quantité optimale
d’EPCs ex vivo.”® Plus spécifiquement, la modification génétique permettrait de générer un
nombre et un potentiel plus significatif des EPCs. Par exemple, le transfert du géne VEGF par
adénovirus offrirait une capacité proliférative accrue des EPCs et une meilleure
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néovascularisation dans les tissus ischémiques.

D’autre part, le transfert de génes modifiés, tel
que la télomérase humaine reverse transcriptase (hTERT), protége les EPCs de ’apoptose et
favorise leur survie.”*! Alternativement, la protection des cellules du stress oxydatif présent dans
plusieurs maladies cardiovasculaires, par la transfection du géene MnSOD, pourrait €tre une
option thérapeutique qui vise 4 maintenir la survie et la fonction des cellules progénitrices.*** Un
domaine en expansion dans la recherche est 1’utilisation de courts acides ribonucléiques («micro
RNA», miRNA ou miR) comme cibles thérapeutiques dans la régulation de la fonction des
EPCs.** L’inhibition de certains miRs dé-régulateurs, tel que le miR-34 qui affecte
négativement la fonction angiogénique et induit la sénescence des EPCs, serait une approche
thérapeutique importante visant a préserver la survie et la fonctionnalité des EPCs.*** Alors que
I’inhibition de certains miRs est bénéfique, la surexpression de d’autres miRs serait une autre
approche qui vise a induire le potentiel angiogénique des cellules progénitrices. En effet, il a été
démontré que le VEGF améliore la fonction angiogénique des cellules CD34" en expansion ex

vivo en augmentant 1’expression de miR-210.>%

1.13.2 Les études cliniques

L’application clinique des EPCs a pour but de permettre la réparation et la régénération
vasculaire. Bien que les études cliniques aient été limitées dii aux controverses présentes dans le
domaine de la recherche sur les cellules progénitrices quant a leur source, leur nature et leur
fonction, on note trois approches cliniques impliquant les EPCs dans la thérapie des maladies
cardiovasculaires: 1) I’intervention pharmacologique et [’altération du mode de vie; 2)
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I’expansion des EPCs ex vivo et leur infusion dans les tissus ischémiques; et 3) la thérapie
génétique des EPCs pour augmenter leur survie et leur production de cytokines.”

Les interventions pharmacologiques et I’altération du mode de vie visent a améliorer le
recrutement et la fonction des EPCs. L’administration d’hormones ou de facteurs, tels que
Iérythropoiétine ou le G-CSF, résulte en la mobilisation endogéne accrue des EPCs.”" **® De
méme, I’administration a long terme d’agents pharmacologiques, tels que les statines, les
agonistes de PPARYy, les inhibiteurs des ACEs, et les ATRAs, contribuent également a la
mobilisation des cellules progénitrices aux tissus ischémiques. D’autre part, des interventions
impliquant des changements dans le mode de vie suggérent une amélioration du nombre et de la
fonction des EPCs. Entre autres, ’activité physique, une diete saine, le maintien d’un poids sain
et la réduction du tabagisme sont des approches thérapeutiques qui ont fait le sujet de plusieurs
études.”

L’expansion des EPCs ex vivo et leur infusion en ciblant le tissu en question a aussi été
une approche ¢étudiée dans la thérapie cellulaire. Malgré les études animales extensives,
I’optimisation de la culture des EPCs et les moyens de transplantation demeurent des limitations
de cette approche dans le cadre clinique. Plus particuliérement, trois approches dans I’expansion
des EPCs ex vivo ont été discutées : 1) I’autogreffe, utilisant des cellules de la moelle osseuse ou
du sang périphérique de I’individu en question. Cette approche peut aussi étre combinée a un
traitement pharmacologique; ii) 1’allogreffe, par 1’infusion de cellules provenant de la moelle
osseuse, du sang périphérique ou du cordon ombilical d’un donneur a un récipient; et iii) le
xenogreffe ou des cellules provenant d’une espéce autre que ’humain.”” Des études ont
démontré que I’infusion des EPCs suite a I’infarctus du myocarde améliore la fonction du
ventricule gauche®®’ et offre une meilleure performance physique chez les patients souffrant de
I’hypertension pulmonaire.’*® La transplantation autologue des EPCs a également été bénéfique
pour les patients souffrant de I’ischémie périphérique.****° Cependant, Fadini ef al. ont noté que
les cellules dérivées de la moelle osseuse sont plus efficaces que les cellules circulantes en
périphérie. De plus, I’injection intramusculaire est plus avantageuse que I’infusion intra-
artérielle.%®**!

Alternativement, la manipulation génétique des EPCs ex vivo offre un avantage dans le
recrutement et la fonction des EPCs. La régulation des génes responsables de la production de

chimioattractants serait un moyen utile pour favoriser le recrutement des EPCs aux sites ciblés.”
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Kalka et al. ont démontré que le transfert du géne du VEGF augmente le nombre des EPCs

. . . , . 1
circulantes chez les patients ischémiques.'®

1.12.3 Les limitations

Les avancements scientifiques dans le domaine de la recherche sur les EPCs et leur
potentiel thérapeutique offrent des résultats encourageants et suggeérent une utilité intéressante de
ces cellules dans le traitement de plusieurs maladies cardiovasculaires. Cependant, des questions
importantes concernant la nature et la fonctionnalité des EPCs demeurent non résolues. Une
meilleure compréhension de la biologie et de la fonction de ces cellules serait nécessaire avant
d’élaborer davantage les applications cliniques. Etant des cellules souches ou progénitrices, les
EPCs sont largement influencées par I’environnement dans lequel elles sont présentes. De plus,
la fonction de ces cellules peut étre altérée chez différents individus dépendamment de leur age,
de leur mode de vie et de leur état de santé. Ces facteurs doivent tous étre considérés dans les
¢tudes sur [Defficacité de la thérapie cellulaire utilisant des EPCs. L’environnement
inflammatoire peut influencer les EPCs a plusieurs niveaux, tant dans leur différenciation que
dans leur fonction. Jusqu’a présent, les études cliniques ne démontrent pas encore une efficacité
considérable des EPCs comme thérapie puisque d’une part, les EPCs offrent une possibilité de
régénérer des vaisseaux mais leurs fonctions peuvent également étre entravées chez les patients
présentant plusieurs facteurs de risque, particulicrement dans les maladies cardiovasculaires. Or,
il serait nécessaire d’étudier davantage les EPCs quant au nombre, au type, au moyen et
conditions d’administration, et a la transplantation de ces cellules afin d’optimiser les approches

thérapeutiques utilisant les EPCs.
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Chapitre 2
Les Plaquettes
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2.1 Introduction

Le lien étroit qui existe entre I’inflammation et la coagulation est a la base de la
progression des maladies cardiovasculaires, telle que I’athérosclérose.’”***® Les plaquettes sont
des médiateurs primaires de 1’athérogenése puisque ces cellules interagissent avec les leucocytes,
les cellules endothéliales et les cellules progénitrices dans la circulation, et stimulent leur
activation. Ainsi, les plaquettes induisent la relache de facteurs autocrines et paracrines
contribuant aux processus de la coagulation et de la thrombose et a la progression d’événements
inflammatoires, tel qu’observé dans ’athérosclérose et la resténose.”* Les facteurs de risque des
maladies cardiovasculaires contribuent a la déstabilisation et a la rupture ou a 1’érosion des
plaques athérosclérotiques résultant en une occlusion thrombotique vasculaire aux stades avancés
de I’athérosclérose.”™® *>* Le role des plaquettes a extensivement été étudié pour leur role
physiologique et pathophysiologique dans divers processus et maladies : 1’hémostase,” la

355, 358, 359

thrombose,”® I’inflammation,*>* *>* 336 3%7 I’immunologie, et plus récemment, leur role

a également été décrit dans le domaine des maladies cardiovasculaires, tel que

353, 360, 361 362-364 119, 365, 366

I’athérosclérose, et I’athérothrombose, et dans le domaine de ’oncologie.
Dans ce chapitre, nous allons décrire 1’origine, la biologie et I’activité¢ des plaquettes afin de

mieux cerner leur role dans la physiologie et la pathophysiologie vasculaire.

2.2 L’origine des plaquettes et que sont-elles?

Les plaquettes, aussi nommées les thrombocytes, ont initialement été caractérisées par
Bizzozero en 1881 comme étant des cellules anucléées de petite taille (2-3 um de diameétre) qui
possedent une forme irréguliere et circulent dans le sang. Les plaquettes sont des fragments
cellulaires qui dérivent de précurseurs nommeés les mégacaryocytes, qui sont des cellules
générées a partir de lignées myéloides dérivées des HSCs, par un processus de
thrombocytopoiése dans la moelle osseuse. Les mégacaryocytes sont régénérés dans la moelle
osseuse a un taux de 10® cellules par jour et chaque mégacaryocyte fragmenté peut produire 5
000 a 10 000 plaquettes. Ce processus est régulé par la thrombopoiétine, une hormone produite
principalement par le foie, mais aussi par les reins, et qui est responsable de la différenciation et
de la prolifération des mégacaryocytes, puis de la relache des plaquettes.’®” Chez les individus

sains, on compte 150 4 400 x 10° plaquettes par litre de sang. La survie des plaquettes est de cing
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a neuf jours en circulation. Apres avoir joué leur role, les anciennes plaquettes sont détruites par
les cellules Kupffer dans le foie et par phagocytose par les macrophages de la rate.

Les plaquettes sont des ¢léments cellulaires trés spécialisés qui peuvent interagir avec
d’autres cellules circulantes et vasculaires et secréter plusieurs facteurs vasoactifs et de
croissance. La fonction essentielle des plaquettes se doit principalement a leur anatomie. Ces
cellules anucléées consistent en cinq compartiments principaux : la membrane cellulaire, les
granules o, les granules denses, les granules lambda (aussi nommées les lysosomes) et le
cytosquelette. La membrane plaquettaire permet les premiers contacts des plaquettes avec leur
environnement par la présence de récepteurs et de molécules d’adhésion, plus particulierement
des glycoprotéines, qui régulent de maniere importante I’activité plaquettaire déterminant ainsi
leur réle physiologique ou pathophysiologique. La membrane cellulaire et le cytosquelette des
plaquettes sont principalement responsables du changement de forme plaquettaire suite a leur
activation. La dynamique cellulaire et les signaux intracellulaires induits par ’activation des
récepteurs transmembranaires, ancrés au cytosquelette, permettent la réorganisation du
cytosquelette. Ceci résulte en un changement de forme des plaquettes par la formation d’une
structure sphérique et I’extension des filopodes et lamellipodes, impliquées dans le processus
d’étalement et d’adhésion plaquettaire.

Les plaquettes jouent un rdle essentiel dans 1’hémostase vasculaire. En effet, celles-ci
contribuent, par I’hémostase primaire, a limiter les saignements excessifs (hémorragies) lors de
la rupture de vaisseaux sanguins. D’autre part, dans certaines conditions pathologiques, les
plaquettes contribuent a la formation de caillots sanguins, par le processus de thrombose, qui est
impliqué dans les maladies cardiovasculaires, telles que les accidents cérébro-vasculaires,
I’infarctus du myocarde et I’embolisme pulmonaire, caractérisées par 1’obstruction de vaisseaux
sanguins.

Suite a une lésion vasculaire, un processus de déendothélialisation se produit, résultant en
I’exposition de la matrice sous-endothéliale. L’adhésion et 1’agrégation plaquettaire aux sites
d’endommagement vasculaire constituent une étape importante dans le maintien de I’intégrité
vasculaire et de I’hémostase. Particulierement, 1’interaction GPIb-vWF initie leur adhésion, suivi

par des adhésions plus fermes engendrées par les intégrines B; (af; ou GPIa/lla et asfB;) et B3

(oumpB3).> %
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Bien que les plaquettes soient physiologiquement trés importantes, puisqu’elles permettent
de maintenir I’hémostasie vasculaire, celles-ci peuvent contribuer de fagon pathophysiologique
au développement de maladies vasculaires causées par la formation d’un thrombus, tel que

I’athérothrombose et Dinfarctus du myocarde.® *%°

Les plaquettes sont particulierement
impliquées dans ces maladies par leur potentiel occlusif suite a la formation d’un thrombus
bloquant ainsi le flux sanguin requis pour maintenir I’intégrité vasculaire. L’embolisation des
agrégats plaquettaires athérothrombotiques, la vasoconstriction vasculaire et I’exacerbation de
I’environnement inflammatoire sont des conséquences du rdle pathophysiologique des
plaquettes.’®* %

Les plaquettes sont les médiateurs primaires de I’inflammation. Leur interaction avec les
cellules inflammatoires, principalement avec les leucocytes par une interaction P-sélectine-
dépendante, amplifie plusieurs réactions thrombo-inflammatoires. Suite a [’activation
plaquettaire, une multitude d’événements intracellulaires contribuent a I’exocytose des granules
et a la sécrétion de plusieurs médiateurs vasoactifs qui sont impliqués dans le développement
d’un environnement pro-inflammatoire, tel qu’observé dans I’athérosclérose. Entre autres, on
note la sérotonine, qui interagit avec la paroi vasculaire, permettant la prolifération des SMCs et
affectant ainsi le caractére mitogénique des vaisseaux. De plus, la relache de ’ADP et de I’ATP
joue un rodle particulier dans le remodelage vasculaire favorisant le développement de
I’athérosclérose et 1’hypertension. D’autre part, la thromboxane A, (TXA;), une molécule
dérivée des phospholipides membranaires sous 1’action des cyclooxygénases («Cyclooxgenasesy,
COXs), est impliquée dans 1’ischémie myocardique et induit la prolifération et la contraction des
SMCs ainsi que la production des ROS résultant en I’exacerbation de 1’environnement
inflammatoire. Les chimiokines et les cytokines sécrétées par les plaquettes jouent un role
essentiel dans le recrutement et I’interaction avec les leucocytes, les monocytes et les

. , . . . . . 4
neutrophiles, permettant leur adhésion et leur accumulation aux sites inflammatoires.>>* *>* 3"

361

Les plaquettes sont impliquées dans I’exacerbation de 1’inflammation dans 1’athérosclérose

par la formation d’un thrombus occlusif autour d’une plaque athérosclérotique.** - 3% 3% Ep
effet, les plaquettes jouent un rdle initial dans la progression de I’athérosclérose par les
interactions que celles-ci portent avec les cellules endothéliales et les leucocytes.”>> >

L’interaction des plaquettes avec les monocytes transforme ces derniéres en macrophages et
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I’internalisation de phospholipides oxydées contribue a la formation des cellules spumeuses qui
participent a I’environnement inflammatoire dans ’athérosclérose.*>

Bien que le role des plaquettes ait été décrit principalement au niveau de I’hémostase et de la
thrombose et, plus récemment, dans I’inflammation, des études ont exploré la fonction de ces
cellules dans I'immunité par I’expression des molécules reliées a I'immunité, telles que le
CDA40L et les récepteurs ressemblant aux Tolls («Toll-Like Receptors», TLRs), dont TLRI,
TLR2, TLR4, TLR6, TLRS et TLRY, qui sont impliqués dans I’immunité innée.”>® ** °™ De
plus, les plaquettes peuvent interagir avec les microorganismes, tels que les virus et les bactéries,
par leurs antigénes.’> D’ailleurs, des études récentes suggérent que les plaquettes lient
I’immunité adaptive a 'immunité innée. En effet, ’expression de CD40L permet I’interaction
des plaquettes avec les cellules T CD8" stimulant ainsi I’immunité adaptive.’®

Le role pathophysiologique des plaquettes dans plusieurs maladies se doit principalement a
I’activité plaquettaire qui implique quatre processus: 1’adhésion, ’activation, 1’agrégation et la

sécrétion plaquettaire.

2.3 L’activité plaquettaire

2.3.1 L’adhésion plaquettaire

L’activité plaquettaire est initiée par [’adhésion des plaquettes. Deux processus
impliquent 1’adhésion plaquettaire et sont engendrés par différents récepteurs : 1’adhésion
plaquettaire sur 1’endothélium endommagé et 1’adhésion sur la matrice sous-endothéliale
exposée. L’adhésion plaquettaire se doit principalement a 1’expression des récepteurs et des
molécules d’adhésion membranaires qui permettent 1’activation des plaquettes et leur interaction
avec les autres plaquettes, les leucocytes, 1’endothélium ou la matrice sous-endothéliale. On
compte plusieurs types de récepteurs, dont les protéines a quatre domaines transmembranaires,
les intégrines, les sélectines, les lectines, les immunoglobulines, les protéines riches en leucine,
les sialomucines, les éphrines et les protéines de la famille du TNF et des récepteurs du TNF. Les
sections qui suivent décrivent les molécules d’adhésion les plus importantes dans les réactions

plaquettaires.
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» GPla/lla
La GPIa/lla, aussi nommée a,f;, est le récepteur primaire de faible affinité dans 1’adhésion
des plaquettes aux fibres de collagéne des vaisseaux endommagés. Ce récepteur est impliqué
dans I’adhésion des plaquettes dans les conditions ou les forces de cisaillements sont faibles
et précede I’activation plaquettaire par les interactions du récepteur GPVI avec le
collagéne.’” Les concentrations plasmatiques de vVWF et des récepteurs GPla/Ila exprimés
sur les plaquettes sont corrélées avec 1’adhésion des plaquettes aux collagénes de types I et
I11.*7? D’ailleurs, I’expression réduite de ce récepteur est associée a une adhésion plaquettaire
réduite et une période de saignement prolongé.’”” D’autre part, I’expression élevée de ce
récepteur est associée au risque de I’infarctus du myocarde.””* L’activation de la GPla/Ila
induit I’activation de la phospholipase A,, responsable de la relache de I’acide arachidonique
qui est métabolis¢ par les enzymes COXs et la thromboxane synthétase pour générer la TxAo,

un important activateur plaquettaire.””?

» GPVI
Le récepteur GPVI, apparenté a la superfamille des immunoglobulines, est également une
glycoprotéine et un récepteur spécifique du collagéne.’” Celui-ci contient deux domaines
extracellulaires semblables a I’immunoglobuline, un domaine centrale semblable au mucin,
un domaine transmembranaire et une petite queue cytoplasmique.”’> *” Ce récepteur est
essentiel a I’adhésion et a I’activation plaquettaire. Une déficience de ce récepteur inhibe
I’agrégation plaquettaire en présence de collagéne de type I et IIL>"® Le récepteur GPVI
forme un complexe avec la sous-unit¢ FcRy de la membrane plaquettaire et induit

I’activation plaquettaire par le collagéne.*’"*"’

» GPIV
La GPIV, aussi nommée CD36, est un récepteur plaquettaire du collagéne moins important
que les récepteurs GPIa/Ila et GPVL. La GPIV, qui lie la thrombospondine®”" *"* 7 et les

. . i 379-382
lipoprotéines oxydées,

est membre de la famille des protéines transmembranaires
glycosylées et comporte structurellement deux domaines transmembranaires et une courte
queue cytoplasmique.*®? Une étude récente a décrit le role important de ce récepteur dans les

plaquettes servant comme récepteur détecteur du stress oxydatif et modulateur de la réactivité
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381 .
D’ailleurs, ce

plaquettaire induisant des signaux pro-thrombotiques dans I’hyperlipidémie.
récepteur a été considéré comme cible thérapeutique pour limiter I’hyperréactivité

plaquettaire.*®’

GPIb/IX/V

Lors de I’exposition de la matrice sous-endothéliale, le collagéne et le VWF aux sites de
1ésions vasculaires sont exposés au flux sanguin permettant 1’adhésion initiale des plaquettes
dans le processus de formation d’un thrombus. Les domaines Al et A3 du vWF lient le
collageéne et interagissent avec les plaquettes par 1’entremise du complexe GPIb/IX/V qui
permet 1’adhésion ferme des plaquettes & la matrice sous-endothéliale.’”"*"* Ce récepteur est
composé d’un complexe des glycoprotéines riches en leucine qui consiste en quatre sous-
unités transmembranaires : GPIba (CD42b), GPIbB (CD42c), GPIX (CD42a) et GPV
(CD42d). Chaque sous-unité est composée de domaines extracellulaires riches en leucine,
une région transmembranaire et une courte queue cytoplasmique.’’’ Lorsque les forces de
cisaillements sont élevées, le complexe GPIb/IX/V est responsable de 1’adhésion plaquettaire
au VWF exposé dans la matrice sous-endothéliale. D’ailleurs, il a été¢ démontré que les
interactions de ce récepteur avec le vVWF sont nécessaires pour I’activation plaquettaire par le
récepteur GPIIb/II1a. Le complexe GPIb/IX/V est également impliqué dans le réarrangement
du cytosquelette permettant 1’étalement plaquettaire et la sécrétion résultant en leur
agrégation. Le complexe GPIb/IX/V peut aussi lier la thrombine et contribuer a 1’activation
plaquettaire.*®® De plus, ce complexe est impliqué dans le recrutement des leucocytes aux
sites de lésions vasculaires, en liant le récepteur MAC-1 (CD11b/CD18) des leucocytes, et
contribue a I’exacerbation de I’inflammation dans les maladies cardiovasculaires, telles que
I’athérosclérose.””! Par le méme mécanisme que le récepteur GPVI, le complexe GPIb/IX/V
induit des signalisations intracellulaires résultant en I’augmentation de la concentration de
calcium entrainant ainsi 1’activation plaquettaire suivi par la reldche de I’ADP par les
granules denses. Par la suite, I’engagement de I’ADP a ses récepteurs P2Y et P2Y, stimule
I’activation de la GPIIb/IIla et promeut I’agrégation plaquettaire.’®* D ailleurs, il est suggéré
que I’inhibition de la GPIb des plaquettes est une approche thérapeutique anti-thrombotique

importante permettant de limiter I’adhésion plaquettaire et la formation de thrombus.**
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» GPIIb/Ila
La GPIIb/IIIa, aussi nommée oypPs, lie plusieurs ligands, dont le fibrinogeéne, la fibronectine,
le vWF, la vitronectine, la thrombospondine, le collagéne et la molécule-1 d’adhésion
cellulaire des plaquettes et de I’endothélium («Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-
I1», PECAM-1), et est principalement responsable des étapes de 1’activation et de I’agrégation
plaquettaire puisqu’elle est le récepteur le plus abondamment exprimé au niveau des
plaquettes.®® La GPIIb/Illa est particuliérement impliquée a 1’étape de I’agrégation
plaquettaire et permet des contacts intra-plaquettaires étroits. Ce récepteur est un complexe
hétérodimérique composé de deux sous-unités, GPIIb (oyp) et GPIIla (B3). La sous-unité
GPIIb est caractérisée par son domaine extracellulaire qui comprend quatre sites de liaisons
pour les cations divalents, principalement le calcium. En état de repos, la GPIIb/IIla joue le
role de récepteur a faible affinité. Par contre, lors de l’exposition de la matrice sous-
endothéliale suite a une lésion vasculaire, I’activation de ce récepteur est observée via
I’activation initiale de récepteurs adhésifs et la relache d’une multitude de facteurs
activateurs et de seconds messagers intracellulaires plaquettaires. Ces messagers peuvent, a
leur tour, induire des changements de conformation et 1’association des deux domaines
intracellulaires du récepteur GPIIb/IIIa. Les événements intracellulaires sont alors transmis a
des changements résultant en 1’augmentation de 1’affinité extracellulaire de ce récepteur aux
ligands, ainsi favorisant davantage 1’adhésion. Les plaquettes sont caractérisées par leur

. . . . g . 104
signalisation bidirectionnelle.'®

En effet, suite a 1’activation plaquettaire, ’ADP relaché
stimule les plaquettes a proximité par les récepteurs purinergiques de celui-ci, P2Y et P2Y .
Ceci résulte en une signalisation transmise par ces récepteurs au domaine intracellulaire
cytoplasmique du récepteur GPIIb/Illa, c’est-a-dire une signalisation «outside-iny, puis
retransmise au domaine extracellulaire de ce méme récepteur GPIIb/Illa, induisant une
signalisation «inside-out» résultant en un changement de conformation de ce domaine

permettant ainsi de lier son ligand, le fibrinogene. Les récepteurs GPIIb/Illa sur deux

plaquettes forment des ponts disulfures liant spécifiquement le motif RGD du fibrinogéne.

> P-sélectine
La P-sélectine, aussi nommée CD62P, est exprimée sur les cellules endothéliales, et les

plaquettes activées. Cette molécule d’adhésion fait partie de la famille des sélectines, qui
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comprend également la L-sélectine, exprimée sur les leucocytes, et I’E-sélectine, exprimée
sur les cellules endothéliales activées et dérivées des corps Weibel-Palade.*®" ** Les
sélectines partagent une structure semblable qui comprend, au terminal N, un domaine lectine
calcium-dépendant, puis un domaine ressemblant au EGF, des régions consensus semblables
au CRP («Complement Regulator Proteiny», CRP), ancrés 4 un domaine transmembranaire.**
La P-sélectine se retrouve dans les granules o des plaquettes puis elle est transloquée a la
membrane cellulaire suite a D’activation plaquettaire par la fusion des membranes des
granules avec la membrane plasmique. On compte environ 10 000 molécules de P-sélectine
par plaquette activée.”® Pour interagir avec les leucocytes, la P-sélectine lie son ligand, une
glycoprotéine de la famille des sialomucines, telle que le PSGL-1, exprimé au niveau des

369, 387, 388 " o e
221 a été suggéré que la P-sélectine

leucocytes et induit 1’activation de ces dernieres.
est responsable de I’activation de 1’endothélium qui, a son tour, induit le recrutement et
I’adhésion des leucocytes par I’expression de molécules d’adhésion a leur membrane, telles
que la molécule-1 d’adhésion intercellulaire («/nterCellular Adhesion Molecule-1», ICAM-
1), la molécule-1 d’adhésion de cellule vasculaire («Vascular Cell Adhesion Molecule-1»,
VCAM-1) et 'intégrine ayBs.*** ** Dailleurs, les patients diabétiques de type I démontrent
une hyperréactivité plaquettaire et une inflammation chronique importante dues a
1’augmentation de I’expression de la P-sélectine.’® Or, la P-sélectine est considérée une cible

thérapeutique importante.*™

L’adhésion plaquettaire sur I’endothélium

L’adhésion des plaquettes sur I’endothélium endommagé est une étape nécessaire dans le
processus physiologique de I’hémostase. Lorsque 1’endothélium est sain et fonctionnel, les
plaquettes n’adhérent pas sur I’endothélium puisque ce dernier joue un rdle protecteur des
vaisseaux par la relache d’agents anti-agrégants, tels que la PGI,, le NO, qui est aussi nomm¢ le
facteur relaxant dérivé de 1’endothélium («Endothelium-Derived Relaxing Factor», EDRF), et le
facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium («Endothelium-Derived Hyperpolarizing
Factor», EDHF). L’endothélium endommagé perd sa capacité thromborésistante et ne peut plus
produire ni sécréter ces facteurs anti-thrombotiques. Or, les plaquettes peuvent s’attacher puis
rouler sur I’endothélium endommagé et activé, exprimant alors le récepteur P-sélectine, par

I’entremise du complexe GPIb/IX/V. Les premiers contacts des plaquettes avec I’endothélium
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sont des adhésions souples impliquant principalement la P-sélectine endothéliale et son ligand, le
PSGL-1, au niveau des plaquettes.”” Les plaquettes activées expriment alors le récepteur
GPIIb/I1a et promeuvent 1’activation et I’agrégation plaquettaire par I’interaction de ce récepteur
avec son ligand, le fibrinogéne déposé et lié au récepteur ICAM-1 de I’endothélium activé.”' =
La modulation de I’environnement inflammatoire est initiée par les plaquettes activées qui sont
impliquées dans le recrutement et I’adhésion des leucocytes aux sites d’endommagement
endothélial. Cette étape du processus inflammatoire implique une multitude d’interactions
plaquettes-leucocytes, dont la GPIba, la molécule-2 d’adhésion intercellulaire («/nterCellular
Adhesion Molecule-2», ICAM-2) et la molécule-3 d’adhésion de jonction («Junctional Adhesion
Molecule-3», JAM-3) plaquettaire avec le MAC-1 (CD11b/CD18) leucocytaire, ainsi que
I’ICAM-2 plaquettaire avec 1’antigéne associ¢ a la fonction des lymphocytes («Lymphocyte
Function-associated Antigen», LFA-1) leucocytaire et la P-sélectine plaquettaire avec son ligand
PSGL-1 exprimé sur les leucocytes (Figure 2.1).*°"**° De plus, I’endothélium activé exprime le
vWF, qui est transloqué depuis les corps Weibel-Palade. L’interaction du complexe GPIb
plaquettaire avec le VWF endothélial permet I’adhésion ferme des plaquettes.®® D’autre part, la

P-sélectine plaquettaire peut lier le PSGL-1 endothélial.**>

Platelet — Endothelium Adhesion

Rolling Firm Adhesion Platelet/Leukocyte
Tethering Activation Secretion  Aggregation Adhesion
Lo =
P-selectin GPllb-llla (o,,B5) GPlib-llla (o,,,B3,)
PSGL-1 ICAM-1 Fibrinogen
Fibrinogen P-selectin
vWF PSGL-1
o, Bs ICAM-2
CD11b/CD18
JAM-3

Figure 2.1 : Les étapes de I’adhésion des plaquettes sur I’endothélium activé et les récepteurs impliqués.
Gawaz et al. Role of platelets in coronary thrombosis and reperfusion of ischemic myocardium.
Cardiovasc Res. 2004;61:498-511
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L’adhésion plaquettaire sur la matrice sous-endothéliale

Alors que les plaquettes peuvent interagir avec I’endothélium endommagé, ces cellules
sont également impliquées au niveau des lésions vasculaires. Contrairement aux mécanismes
décrits des interactions plaquettaires avec I’endothélium endommagé, les plaquettes jouent un
role différentiel dans les 1ésions vasculaires par I’entremise de différents récepteurs qui se lient
aux composantes de la matrice sous-endothéliale exposée. Tout d’abord, le vVWF en circulation
se lie au collageéne exposé a la surface de la matrice sous-endothéliale. Le domaine A1 du vWF,
alors immobilisé, permet I’association et I’interaction avec le récepteur GPIba des plaquettes.®”"
3% Drautre part, le récepteur plaquettaire GPVI peut lier le collagéne de la matrice sous-
endothéliale. Malgré que ces interactions initiales soient essentielles au ralentissement des
plaquettes en proximité des lésions vasculaires, elles demeurent souples et instables permettant
encore la mobilité des plaquettes. La formation du complexe GPIb/IX/V liant le vVWF offre une

résistance accrue aux grandes forces de cisaillement.*”

De plus, la GPIba induit I’augmentation
transitoire de calcium permettant 1’activation de la GPIIb/Illa, qui est requise pour stabiliser
I’adhésion plaquettaire.”® Ces événements permettent davantage ’activation, la dégranulation et
I’étalement des plaquettes induisant alors le recrutement d’autres plaquettes en circulation. Les
interactions plaquette-plaquette sont engendrées par des ponts de fibrinogeéne suite a 1’exposition
de la GPIIb/II1a a la surface des plaquettes ainsi que par la relache de facteurs, tels que la TXA,,
I’ADP et la sérotonine, menant a I’agrégation plaquettaire.”>> *** *! Ce sont les récepteurs
plaquettaires GPla/lla, GPIV et GPVI, de haute affinité, qui sont alors responsables de
I’adhésion ferme des plaquettes au collagéne de la matrice sous-endothéliale exposée.’”’ Ces
adhésions fermes induisent I’activation plaquettaire et promeuvent le changement de
conformation du récepteur GPIIb/Illa plaquettaire, permettant le recrutement des plaquettes en
proximité, par la formation de ponts de fibrinogene, et le changement de forme plaquettaire, par
I’extension de filopodes et I’étalement des plaquettes au site de 1ésion vasculaire. La GPIIb/11la
interagit avec la fibronectine, le collagéne et le vVWF alors que d’autres intégrines renforcent les
interactions des plaquettes avec la matrice sous-endothéliale, telles que la GPla/Ila (1), I’aspi,
I"agB; et PoyPs qui lient le collagéne, la fibronectine, la laminine et le VWF, respectivement.**®
De plus, il est maintenant connu que des microparticules plaquettaires catalysent la formation de

thrombine et de fibrine permettant de stabiliser davantage le thrombus (Figure 2.2).>>*36% 37!
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Les mécanismes signalétiques de I’adhésion et de 1’activation des plaquettes résultent en
I’agrégation plaquettaire et la formation de thrombus. Semblablement a leur adhésion sur
I’endothélium endommaggé, les plaquettes peuvent interagir avec les leucocytes et développer un

microenvironnement inflammatoire.
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Figure 2.2 : Les étapes de ’adhésion des plaquettes sur la matrice sous-endothéliale exposée lors de la
formation de thrombus au site de Iésion vasculaire. A) En condition physiologique, les plaquettes
n’interagissent pas avec I’endothélium. B) Aux sites de lésions vasculaires, les protéines de la matrice
sous-endothéliale, telles que le VWF et le collagéne, sont exposées au flux sanguin. Les plaquettes
adherent de fagon transitoire aux protéines sous-endothéliales via la GPIba et la GPVI, respectivement.
C) Ces adhésions souples induisent I’activation des plaquettes et des intégrines GPIIb/IIla (récepteur de
fibrinogene) et ayP; (récepteur de collagéne) aux protéines de la matrice extracellulaire résultant en
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I’adhésion ferme des plaquettes. D) Les plaquettes s’¢talent sur la surface exposée et une dégranulation et
une sécrétion de facteurs induisent le recrutement d’autres plaquettes en circulation. E) Les plaquettes
forment des microagrégats par I’entremise de ponts de fibrinogene entre les récepteurs GPIIb/I1la de deux
plaquettes. F) La formation de microparticules aux sites d’agrégats plaquettaires stimule la génération de
thrombine et de fibrine permettant la stabilisation du thrombus. Gawaz et al. Role of platelets in coronary
thrombosis and reperfusion of ischemic myocardium. Cardiovasc Res. 2004;61:498-511

2.3.2 L’activation plaquettaire

Suite au processus de I’adhésion plaquettaire a I’endothélium endommagé ou a la matrice
sous-endothéliale exposée en conséquence d’une Iésion vasculaire, un processus d’activation
plaquettaire est engendré induisant le changement de forme et I’étalement des plaquettes sur la
surface endommagée. DU aux réarrangements cytosquelettiques, les plaquettes discoides en
circulation acquiérent une forme sphérique a partir de laquelle des filopodes sont saillants.
L’activation plaquettaire induit des changements structurels, biologiques et fonctionnels
importants au niveau des plaquettes par I’initiation et la progression de la réponse plaquettaire
engendrée par le changement de forme, la sécrétion et I’agrégation plaquettaire qui contribuent a
la formation d’un thrombus. Les plaquettes ont un systéme canaliculaire ouvert de la membrane
plasmique, qui est une surface lisse constituée d’invaginations qui favorisent les échanges
cellulaires, permettant I’incorporation de plusieurs facteurs impliqués dans [’activation et
I’étalement plaquettaire.”®’ Les interactions des récepteurs plaquettaires avec leurs ligands se
traduisent a des processus mécanistiques intracellulaires qui sont responsables de 1’activation
plaquettaire. Plus spécifiquement, les seconds messagers intracellulaires participent a plusieurs
mécanismes permettant la propagation des signaux intracellulaires qui, par la suite, seront
manifestés par des altérations de la forme et de la biologie des plaquettes. Entre autres, la
génération de [D’inositol 1,4,5-triphosphate («lnositol 1,4,5-triphosphate», 1P3) et du
diacylglycérol («Diacylglycerol», DAG) par I’hydrolyse enzymatique phospholipase C (PLC)-
dépendante des phospholipides transmembranaires. L’IP; induit la relache et 1’augmentation de
la concentration intracellulaire de calcium qui, a son tour, active plusieurs enzymes qui régulent
I’activité cellulaire. D’autre part, le DAG active la PKC, un enzyme largement impliquée dans

I’activation, la sécrétion et 1’agrégation plaquettaire.’®

L’hydrolyse enzymatique des
phospholipides transmembranaires par la phospholipase A, (PLA;) induit la synthése de 1’acide
arachidonique, a partir duquel les prostaglandines sont générées grace aux enzymes COXs. Par la
suite, la thromboxane synthétase induit la transformation des prostaglandines en TXA,, qui

régule positivement le calcium intracellulaire induisant 1’activation plaquettaire.*”® L’activation
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plaquettaire implique les récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (Gg, G12/Gi3 et
Gj), tels que les récepteurs de la thrombine, PAR-1 et PAR-4, et les récepteurs de I’ADP, P2Y et
P2Y,. L’activation des plaquettes via le récepteur P2Y; et P2Y > de I’ADP implique Gq et G;,
respectivement. L’activation des plaquettes via P2Y induit initialement une augmentation des
concentrations calciques intracellulaires et I’activation de P2Y, amplifie cette réponse en

inhibant I’adénylate cyclase et en réduisant les niveaux de cAMP, **> ***

2.3.3 La sécrétion plaquettaire

Suite aux signaux intracellulaires induits par 1’activation plaquettaire, une augmentation
des niveaux de plusieurs protéines, enzymes et seconds messagers intracellulaires entraine la
sécrétion d’une multitude de facteurs activateurs des plaquettes. Les granules cytoplasmiques
fusionnent avec les membranes plasmiques pour relacher ces facteurs, qui jouent un role
autocrine et paracrine. Les granules plaquettaires sont impliquées a la fois dans les contacts
plaquettaires et dans les contacts des plaquettes avec d’autres cellules par la relache d’une
multitude de facteurs dans leur environnement. Trois structures granulaires contenant ces
facteurs se trouvent dans le cytoplasme des plaquettes : les granules a, les granules denses et les
lysosomes (Tableau 2.1).

Les granules a sont les plus nombreuses, dix fois plus abondantes que les granules
denses, et sont présentes a un taux de 50 a 80 par plaquette.””” Celles-ci contiennent les facteurs
de croissance, tels que le VEGF, le PDGF, le FGF, I'IGF, le facteur de croissance des
hépatocytes («Hepatocyte Growth Factor», HGF), le facteur de croissance épithélial («Epithelial
Growth Factor», EGF), le facteur de croissance de transformation Bl («7ransforming Growth
Factor-p1», TGF-B1), ainsi que la fibronectine, le fibrinogéne et le vVWF. Ces granules
contiennent les facteurs de coagulation, dont les facteurs V et XI, le plasminogene et 1’inhibiteur
1 de I’activateur du plasminogene («Plasminogesn Activator Inhibitor-1», PAI-1). De plus, elles
contiennent les facteurs semblables aux cytokines, tels que la thromboglobuline B, 'IL-1pB et le
CDA40L, et les chimiokines, telles que le facteur 4 des plaquettes («Platelet Factor 4», PF4), le
facteur régulé dans I’activation des cellules T normales exprimées et sécrétées («Regulated upon
Activation and Normal T cell Expressed and Secreted», RANTES), I’IL-8, le SDF-1a, le MCP-1

et le MIP-1¢, 33% 357 361, 400-405
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Les granules denses sont impliquées dans 1’activation plaquettaire par la relache de petites
molécules, telles que I’ADP, I’ATP, la sérotonine et le calcium, qui agissent comme activateurs
des plaquettes en proximité.*” **" 3% Ces facteurs et médiateurs secondaires servent davantage a
I’activation et a I’amplification des réactions plaquettaires.

D’autre part, les granules lambda sont principalement des structures lysosomales contenant

des enzymes hydrolytiques impliqués dans la dégradation protéique des plaquettes.*”®

Tableau 2.1 : Médiateurs plaquettaires bioactifs dans I’athérothrombose

Localisation Molécule Cible Fonction
relichée
Granules denses
ADP Récepteur P2Y et Activation plaquettaire
P2Y, (plaquettes)
ATP Récepteur P2X; Activation plaquettaire
(plaquettes)
5-HT Plaquettes Faible agoniste plaquettaire,
(sérotonine) Cellules endothéliales | Induit la synthése de NO par les
Monocytes cellules endothéliales,
SMCs Vasoconstriction des SMCs
Granules a
Récepteur GPIIb/IIa Plaquettes Agrégation plaquettaire
d’adhésion Adhésion plaquette-leucocyte et
plaquette-cellules endothéliale
Facteur Facteur V Plaquettes Facteur pro-coagulant
de coagulation
Ligands d’adhésion vWF Plaquettes Agrégation plaquettaire
Attachement des plaquettes a
I’endothélium et a la paroi
vasculaire
Fibrinogéne Plaquettes Agrégation plaquettaire,
formation de caillot de fibrine,
adhésion
plaquette-leucocyte
Fibronectine Plaquettes Adhésion
plaquette-leucocyte et plaquette-
endothélium
P-sélectine Récepteur PSGL-1 Adhésion
(Plaquettes, plaquette-leucocyte, plaquette-
leucocytes, cellule endothéliale, leucocyte-
cellules endothéliales) cellule endothéliale
Chimiokines CXCL-4 Leucocytes Synergie avec d’autres cytokines,
(PF4) promeut 1’adhésion des leucocytes
et la différenciation des
monocytes
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CXCL7 Leucocytes Adhésion des neutrophiles et des
monocytes et transmigration
endothéliale des neutrophiles

RANTES Cellules endothéliales, Adhésion des monocytes a
(CCLY) leucocytes I’endothélium et synthése de
chimiokines
Facteurs PDGF SMCs Prolifération et migration des
de croissance SMCs (hyperplasie)
Cytokine IL-1B Cellules endothéliales | Induit I’expression des molécules
synthétisée d’adhésion leucocytaires et la
relache de cytokines pro-
inflammatoire par les cellules
endothéliales
Granules o et
membrane
plaquettaire
CD40 Ligand Récepteur CD40 Induit I’expression des molécules
(CD40L) (cellules endothéliales) d’adhésion leucocytaires et la
relache de cytokines
pro-inflammatoires par les
cellules endothéliales
Lipides TXA, Plaquettes Activation plaquettaire
pro-inflammatoires
Leukotriene B, Leucocytes Chimioattractant, promeut la

différenciation des monocytes en
cellules spumeuses, activation des
neutrophiles

PAF

Plaquettes/leucocytes

Agoniste plaquettaire, promeut
I’adhésion des neutrophiles

Inspiré de Kaplan et al. The role of platelets in atherothrombosis. Hematology / American Society
of Hematology. Education Program. 2011;2011:51-61

2.2.4 L’agrégation plaquettaire

L’agrégation plaquettaire est un processus important dans la régulation physiologique de
I’hémostase. D’autre part, les plaquettes contribuent a la formation d’un thrombus aux sites de
1ésions vasculaires. D’ailleurs, la thrombose a été corrélée avec 1’incidence de 1’athérosclérose,
de la resténose, et de I’infarctus du myocarde. L.’adhésion plaquettaire aux sites thrombogéniques
induit leur activation suivie de la reldche de facteurs résultant en 1’agrégation plaquettaire. Le
récepteur principal de ’agrégation plaquettaire est le GPIIb/IIla, exprimé suite a 1’activation
d’une plaquette, qui démontre une haute affinité¢ pour le fibrinogene et le vVWF soluble. Ce
récepteur, caractérisé par sa signalisation «inside-outy impliquant des changements de
conformation des sous-unités cytoplasmiques, permet la formation de ponts de fibrinogéne inter-

plaquettaires, une étape essentielle dans la formation d’agrégats plaquettaires. Les mécanismes
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signalétiques intracellulaires induisant le changement de conformation du récepteur GPIIb/Illa
dépendent largement de 1’agoniste utilisé. Par exemple, la thrombine et I’ADP impliquent
I’activation des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques et, par la suite, de la PKC,
qui phosphoryle les résidus sérines et thréonines de la sous-unité B des récepteurs.’® #07 408
L’association des sous-unités cytoplasmiques du récepteur GPIIb/Illa induit une signalisation
«inside-out» qui est suivie par une signalisation «outside-in», suite a la formation de ponts de
fibrinogene, induisant la sécrétion granulaire et le réarrangement cytosquelettique.

Les mécanismes signalétiques intracellulaires engendrent I’activation plaquettaire. Les
agonistes des récepteurs plaquettaires tels que la TXA,, ’ADP, la thrombine et le collagéne
induisent I’agrégation plaquettaire par une cascade signalétique qui augmente les niveaux de
calcium intracellulaires. Ces molécules vasoactives contribuent a 1’activation plaquettaire en
liant des récepteurs spécifiques a la surface des plaquettes. 11 est suggéré que les récepteurs qui
sont caractéris€s par leur motif tyrosine, contenu dans leur séquence ITAM («Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif»), tels que la GPVI, un récepteur du collagéne requis pour
induire les fonctions plaquettaires, et la GPIIb/IIla, sont phosphorylés par des membres de la
famille des Src kinase, tels que Fyn et Lyn, a la région B3 du récepteur.’®® La chaine FcRy est
essentielle a I’activation du récepteur GPVI, qui contient des séquences ou des motifs pour lier la
calmoduline et un domaine SH3 de la famille des kinases Src. Chaque domaine FcRy contient
une copie du motif ITAM qui est phosphorylé sur deux tyrosines conservées lorsque 1’agoniste
lie son récepteur, initiant alors I’association et la phosphorylation de la tyrosine kinase Syk qui
induit, a son tour, des mécanismes signalétiques en aval. Deux kinases de la famille des Src
kinases, Fyn et Lyn, jouent des rdles fondamentaux dans cette signalisation. L’activation de
I’intégrine GPIIb/IIla active les kinases Src induisant la phosphorylation de tyrosine sur PLCy2.
Cette activation est impliquée dans la formation de lamellipodes plaquettaires. Or, ces deux
classes de récepteurs membranaires signalisent via D’activation des Src et Syk tyrosines
kinases.’”® Les tyrosines kinases, qui sont des molécules adaptatrices, permettent la liaison et
I’activation de molécules signalétiques intracellulaires, dont la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
puis la PLC menant a un influx de calcium et I’activation de la PKC. Une étude a démontré que
la stimulation de PAR-1 par la thrombine active également la Src dans les plaquettes humaines

via lactivation de la PLC et de la PKC.*” De plus, les microparticules plaquettaires peuvent
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induire la formation de thrombine et de fibrine permettant d’augmenter I’adhésion, I’activation et
I’agrégation plaquettaire et de stabiliser le thrombus.?>3%%3"!

Au cours des dernieres années, plusieurs mécanismes signalétiques plaquettaires ont été
ciblés afin d’altérer ou d’inhiber la fonction plaquettaire (Figure 2.3). Entre autres, on note
I’aspirine, qui inhibe la syntheése de la TXA, en induisant une acétylation irréversible des
enzymes COXs. De plus, les thienopyridines, tels que le clopidogrel, la ticlopidine, et le
prasugrel, inhibent la voie signalétique de I’ADP bloquant ainsi la réponse agrégante des
plaquettes et sont maintenant largement utilisés pour prévenir la thrombose. Le cilostazol est un
inhibiteur des phosphodiestérases jouant un réle dans I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire et
promouvant la vasodilatation, alors que les dipyridamoles sont des agents vasodilatateurs qui
inhibent I’activité de la cGMP phosphodiestérase ainsi que 1’accumulation de I’adénosine, ce qui

363.410- 411 pyvautre part, le récepteur GPIIb/IIIa a

résulte en I’inhibition de la fonction plaquettaire.
¢té étudi¢ comme cible thérapeutique afin de limiter la réactivité thrombotique des plaquettes.
Une approche thérapeutique entamée ¢tait de bloquer les liens formés entre le fibrinogeéne et le
récepteur GPIIb/Illa a 1’aide d’un anticorps monoclonal murin, nommé Abciximab, afin
d’inhiber 1’agrégation plaquettaire. Alternativement, des peptides, tels que ’eptifibatide et le
tirofiban, semblables a la séquence RGD, présents sur le fibrinogéne et reconnus par le récepteur

GPIIb/IIa, ont également été considérés et démontrés efficaces comme approche pour inhiber la

liaison de ce récepteur & son ligand naturel et réduire 1’incidence d’agrégation plaquettaire.®®
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Figure 2.3: Les récepteurs plaquettaires ciblés dans la thérapie. Kaplan ef al. The role of platelets
in atherothrombosis. Hematology / American Society of Hematology. Education Program. 2011;2011:51-
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2.4 L’implication des plaquettes dans la thrombose

2.4.1 Les interactions des plaquettes avec les cellules sanguines

Les interactions des plaquettes avec les autres cellules sanguines, particuliérement les
leucocytes, offrent un microenvironnement inflammatoire qui contribuent a I’athérogenese dans
plusieurs maladies cardiovasculaires, telles que 1’athérosclérose, 1’athérothrombose, 1’infarctus
du myocarde et la resténose.

Les plaquettes adhérées et activées sur la surface de I’endothélium endommagg ou sur la

matrice sous-endothéliale exposée lors des lésions vasculaires peuvent participer au recrutement
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des leucocytes et ainsi exacerber les processus inflammatoires impliqués dans le développement
de plusieurs manifestations cardiovasculaires.’® Suite a 1’activation plaquettaire, la P-sélectine
est transloquée des granules o a la membrane plasmique des plaquettes permettant leur
interaction avec les leucocytes circulants dans le sang. Elle est exprimée a la surface des
plaquettes activées suite a une stimulation par les produits générés en conséquence de 1ésions
vasculaires, tel que le vVWF, les composantes de la matrice sous-endothéliale exposée, telle que le
collagéne, ainsi que la thrombine, I’ADP, la TXA,, le PAF et les chimiokines et médiateurs
inflammatoires. La P-sélectine peut alors interagir avec son ligand, le PSGL-1 exprimé
constitutivement chez les leucocytes, contribuant significativement a la stabilisation de

303,412, 413

I’agrégation plaquettaire (Figure 2.4). D’autre part, la P-sélectine peut interagir avec les

intégrines B, (amP2 ou MAC-1 ou CD11b/CD18) des leucocytes, qui sont, a I’état de repos, des
récepteurs de faible affinité. Par contre, I’activation des leucocytes résulte en une affinité et une
avidité accrue de ces intégrines permettant I’adhésion ferme des leucocytes.*!?
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Figure 2.4 : Mécanisme de recrutement et de transmigration des leucocytes a travers une surface de
plaquettes immobilisées aux sites de 1ésion vasculaire. Le recrutement et le roulement des leucocytes
sont engendrés par des interactions impliquant la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 leucocytaire.
L’adhésion ferme des leucocytes est engendrée par la GPIba plaquettaire et le MAC-1 leucocytaire.
La relache de chimiokines induit la transmigration des leucocytes. Inoue et al. Vascular inflammation
and repair: Implications for re-endothelialization, restenosis, and stent thrombosis. JACC
Cardiovascular interventions. 2011;4:1057-1066
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Etant des cellules inflammatoires, les leucocytes activés produisent et relichent une
panoplie de médiateurs inflammatoires, tels que des chimiokines (RANTES, PF4), des cytokines
et des radicaux libres ainsi que le TF, impliqués dans le recrutement leucocytaire, la réactivité
inflammatoire de ces cellules, I’initiation de la voie extrinseque de la coagulation, et
I’accélération du développement de I’athérosclérose. > 414413

Le dépot de fibrinogeéne par les plaquettes activées, impliquant le récepteur GPIIb/I1Ia
plaquettaire, sert de moyen d’ancrage et d’adhésion des monocytes par I’entremise de leur
récepteur MAC-1, ayant une affinité accrue lors du roulement et de 1’adhésion des leucocytes a
une surface de plaquettes adhérées.’" ** 37! De plus, le récepteur MAC-1 leucocytaire peut
interagir avec le complexe GPIb/IX/V, ICAM-2 et JAM-3 plaquettaire permettant davantage les

liens intercellulaires étroits (Figure 2.5).¢!: 363369 383.416.417
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Figure 2.5 : Les récepteurs impliqués dans 1’adhésion des plaquettes aux leucocytes. Gawaz et al. Role of
platelets in coronary thrombosis and reperfusion of ischemic myocardium. Cardiovasc Res. 2004;61:498-
511
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Des études récentes ont décrit le role de ’axe CD40L/CD40 dans I’interaction plaquette-
leucocyte et plaquette-cellule endothéliale suggérant que le CD40 ligand («CD40 Ligand»,
CDA40L) membranaire (mCD40L), exprimé suite a I’activation plaquettaire, et le CD40L soluble
(«soluble CD40 Ligandy», sCD40L), une forme tronquée et relachée du CD40L membranaire des
plaquettes, interagissent avec leur récepteur CD40 au niveau des cellules endothéliales et des
leucocytes, particulierement des monocytes et macrophages, promouvant 1’adhésion cellule-
cellule et la régulation de la fonction cellulaire. De plus, I’interaction CD40L-CD40 stimule
I’expression leucocytaire de MAC-1, impliqué dans le recrutement des leucocytes, et de TF,
impliqué dans la cascade de coagulation. Cette interaction stimule aussi la sécrétion de cytokines
et de chimiokines inflammatoires et induit I’expression de molécules d’adhésion, telles que le
VCAM-1, I'ICAM-1, la P-sélectine, et 1I’E-sélectine, par les cellules endothéliales (Figure
2.6) .28, 284 362,404,413, 315, 418 1 > a6 CD40L/CDA40 et son implication physiopathologique sera le
sujet du chapitre 4.

En somme, I’interaction des leucocytes avec les plaquettes module la fonction des deux
types cellulaires et contribue au développement et a la propagation de la réaction thrombo-

inflammatoire manifestée dans plusieurs maladies cardiovasculaires.
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Figure 2.6 : L activation des cellules endothéliales par les plaquettes. L’interaction des plaquettes

avec les cellules endothéliales induit dépot de chimiokines dérivées des plaquettes, telles que RANTES et
PF4 (1). Des cascades signalétiques intracellulaires impliquant le NF-kB sont initiées suite a 1’interaction
des cellules endothéliales avec les plaquettes et résultent en la production des ROS (2). De plus,
I’expression de molécules d’adhésion est accrue (3) et la sécrétion de cytokines, telles que MCP-1, GM-
CSF, IL-6, IL-8, de MMPs et du vWF, est favorisée (4). van Gils et al. Molecular and functional
interactions among monocytes, platelets, and endothelial cells and their relevance for cardiovascular
diseases. J Leukoc Biol. 2009;85:195-204
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2.4.2 La formation de thrombus

La formation d’un thrombus est un processus dynamique qui implique trois étapes :
I’initiation, la propagation et la stabilisation (Figure 2.7).*"" Ce processus est initi¢ par
I’accumulation des plaquettes aux sites de lésions vasculaires et résulte en la formation d’un
agrégat ou d’un amas plaquettaire qui engendre souvent une résistance vasculaire et une
embolisation, ou une occlusion des vaisseaux sanguins. Les conditions physiologiques et
pathophysiologiques dictent 1’état de la formation et de la propagation d’un thrombus. Parmi les
facteurs qui influencent ce processus, on retrouve : le flux sanguin, les forces de cisaillements et
le nombre de plaquettes circulantes.*”® Lors des faibles forces de cisaillements, le fibrinogéne est
impliqué dans 1’activation plaquettaire alors que, lorsque les forces de cisaillement sont élevées,
le VWF est le ligand prédominant de I’activité plaquettaire.*' L’accumulation de TF aux parois
vasculaires et le dépot de fibrine aux sites de lésions vasculaires induisent une thrombogenicité
vasculaire accrue et, conséquemment, la propagation d’un thrombus.**

Afin de permettre le maintien de la coagulation et d’assurer I’hémostasie vasculaire, la
formation de thrombine doit étre maintenue et propagée au cours de ce processus. La
propagation est principalement engendrée par la fibrine, présente dans le caillot sanguin, et les
plaquettes, suite a leur activation via le récepteur GPVI, induisant ainsi la sécrétion granulaire.
L’exposition du facteur V et de la phosphatidylsérine («Phosphatidylserine», PS) a la surface des
plaquettes offre une surface optimale pour I’assemblage de complexes enzymatiques, tel que la
tenase et la prothrombinase, induisant davantage la génération de thrombine.**® Une fois formée
dans la phase initiale de la coagulation, la thrombine, générée en petites quantités par les
plaquettes a la surface de 1’endothélium endommagg, active le facteur VIII et V ainsi que la
formation des complexes enzymatiques de la tenase et prothrombinase générant une deuxiéme
vague encore plus importante de production de la thrombine, ou les quantités de thrombine sont
beaucoup plus considérables, alors que le TF est alors négativement régulé et inactivé a ce stade
avancé de la coagulation.*® De plus, la thrombine active le facteur XIII qui lie les méches de
fibrine afin de stabiliser la formation du thrombus.*** Il a récemment été démontré que les
interactions plaquette-leucocyte sont non seulement impliquées dans les phases initiales de la
coagulation, mais contribuent également a la propagation de la formation d’un thrombus.*'*

La propagation du thrombus est limitée par le dépot de fibrine lors de la formation du
thrombus et des facteurs anticoagulants qui inhibent le recrutement et I’activité plaquettaire.
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Entre autres, 1’antithrombine («A4ntithrombin», AT), qui est un inhibiteur de la famille des sérines
protéases, inhibe la thrombine et inactive les facteurs IXa et Xa. De plus, la protéine C activée
(«Activated Protein C», APC), également une sérine protéase, inhibe 1’assemblage des
complexes enzymatiques de la tenase et de la prothrombinase a la surface des plaquettes par
I’inactivation des facteurs VIIla et Va. Contrairement a I’AT, le cofacteur II de I’héparine
(«Heparin Cofactor II», HC-1I) inhibe spécifiquement la thrombine et n’affecte pas les sérines
protéases du systeme de coagulation. De plus, I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
(«Tissue Factor Inhibitor Pathway», TFIP) est un inhibiteur de la tenase, impliquée dans la
formation du complexe TF-facteur VII dans le mécanisme de la voie extrinséque.*** Les
eicosanoides et les ligands synthétiques PPARY ont également été considérés comme approche
thérapeutique pour diminuer la sécrétion plaquettaire de médiateurs bioactifs, tels que la TXA,; et
le CD40L, permettant ainsi de limiter I’activité plaquettaire et 1’inflammation.*”> D’autre part,
I’endothélium sain en proximité relache des facteurs anti-thrombotiques, tels que le NO et la
PGI,, contribuant davantage a [’inhibition de 1’adhésion et de [Dactivité¢ plaquettaire

pathophysiologique.
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Fig
ure 2.7: Les étapes de la formation dun thrombus. Légende: Blood (sang); microplarticles
(microparticules); platelets (plaquettes); tissue (tissu); thrombin (thrombine); binding of platelets to
collagen (liaison des plaquettes au collagéne); TF-dependent initiation of coagulation (initiation de la
coagulation dépendante du facteur tissulaire (TF)); recruitment of platelets to growing thrombus
(recrutement des plaquettes au thrombus en développement); amplification of coagulation cascade
(amplification de la cascade de coagulation); platelet-platelet interaction (interaction plaquette-plaquette);
fibrin deposition (dépdt de fibrine). Mackman et al. Role of the extrinsic pathway of blood coagulation in
hemostasis and thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007;27:1687-1693
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Chapitre 3
Les interactions EPC-Plaquettes
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3.1 Le role des plaquettes dans la fonction des EPCs

Depuis la découverte des EPCs, suggérant leur role dans la réparation et la régénération
vasculaire, plusieurs études ont analysé le role des plaquettes dans la fonction des EPCs. Maintes
¢tudes ont montré que les plaquettes jouent le role de modulateur positif de la régulation des
fonctions biologiques des EPCs par leur interaction avec ces dernieres. En effet, une
augmentation du recrutement, de la différenciation, et de la migration des EPCs est observée

s . : 116, 118, 308, 426-429
suite a leur interaction avec les plaquettes.” > > 7

Bien que ’effet des interactions des
plaquettes avec les cellules endothéliales matures fit étudié, démontrant un réle pro-
inflammatoire et pro-athérogénique des plaquettes,”’> **° le role de ces interactions avec les
EPCs demeure un domaine de recherche pertinent qui permettrait de comprendre les interactions
intercellulaires dans les processus et les maladies cardiovasculaires, entre autres, 1’athérosclérose
et la thrombose.

En conditions physiologiques normales, les EPCs se retrouvent en circulation ou elles
interagissent peu, de manicre transitoire, ou pas avec l’endothélium. Par contre, lors d’un
endommagement vasculaire, les plaquettes sont les premicres cellules qui adhérent sur
I’endothélium endommagé ou a la matrice sous-endothéliale exposée, forment une monocouche
et initient le remodelage vasculaire par le recrutement et la domiciliation de plusieurs types
cellulaires, tels que les leucocytes et les cellules progénitrices. L’adhésion des plaquettes est
suivie par leur activation induisant la relache de médiateurs inflammatoires et des chimiokines
dans le microenvironnement vasculaire endommagé permettant ainsi le recrutement et 1’adhésion
des EPCs.*

L’implication des plaquettes au niveau de la fonction cellulaire des EPCs a été mieux décrite
au cours des derniéres années. Une étude a démontré que les plaquettes stimulent le recrutement
des EPCs par le chimiotactisme ainsi que la différenciation et la migration des EPCs dérivées
d’embryons murins. Ces EPCs peuvent a leur tour adhérer sur une surface de plaquettes
immobilisées par I’entremise de deux récepteurs : le PSGL-1, qui lie la P-sélectine et est
responsable du roulement des EPCs sur la surface de plaquettes immobilisées; et le VLA-4 (04f3;
ou CD49d/CD29), qui lie le VCAM-1 et est requise pour I’adhésion ferme des EPCs.*** **® Un
groupe de chercheurs a également mis en évidence le role des plaquettes dans le recrutement des
cellules CD34" dans un modéle de 1ésion vasculaire ex vivo. Cette étude a révélée le potentiel des
agrégats plaquettaires a initier I’attachement et le roulement des cellules CD34" par I’interaction
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entre le récepteur PSGL-1 de ces derni¢res et la P-sélectine plaquettaire induisant ainsi
’adhésion ferme des cellules CD34" sur le thrombus, composé de fibrine, et sur les cellules
endothéliales qui expriment le TF. D’ailleurs, le thrombus riche en fibrine peut méme contribuer
a la migration des cellules CD34" aux sites de lésions vasculaires et leur différenciation en

cellules endothéliales matures.**’

De plus, ce méme groupe a récemment démontré que des
cellules CD34"/KDR", une population de cellules qui contribue a la réparation vasculaire,
peuvent étre générées a partir de cellules CD34" en circulation suite a leur adhésion et
immobilisation sur les plaquettes activées. En effet, les plaquettes activées induisent la
domiciliation des cellules CD34" aux sites de 1ésions vasculaires et la translocation du récepteur
KDR 4 la surface membranaire des cellules CD34" une fois immobilisées.''® Cependant, les
plaquettes stimulent le recrutement des cellules progénitrices CD34", par un processus
impliquant les récepteurs P-sélectine-PSGL-1 et les intégrines ; et P, et promeut leur
différenciation en cellules endothéliales, mais également en cellules spumeuses qui jouent un
role important dans Dinitiation de I’athérogenése.''’ *°® D’autre part, des interactions EPC-
plaquettes ont été notées dans la formation d’un thrombus impliquant les récepteurs P-sélectine
et GPIIb/IIIa plaquettaires.''* **° L’activation plaquettaire par la GPIIb/IIIa induit I’adhésion des
EPCs au thrombus. Plus récemment, I’implication de la molécule-C d’adhésion de jonction
(«Junctional Adhesion Molecule-C», JAM-C) plaquettaire dans la fonction des cellules CD34" a
¢t¢ démontré. En effet, 1’activation plaquettaire via PAR-1 induit une augmentation de
I’expression de JAM-C au niveau des plaquettes, semblablement a I’expression accrue de la P-
sélectine, chez les patients souffrant de maladies des artéres coronaires. L’association de JAM-C,
des plaquettes immobilisées, a son récepteur MAC-1, des cellules CD34", induit le recrutement
et I’adhésion de ces derniéres en conditions de faibles et de grandes forces de cisaillement, mais
n’affecte pas leur différenciation.””' D’autre part, I’expression de la molécule-A d’adhésion de
jonction («Junctional Adhesion Molecule-A», JAM-A) au niveau des plaquettes contribue a
promouvoir 1’adhésion des cellules CD34", par I’entremise de leur récepteur LFA-1, sur une
surface de plaquettes immobilisées et & induire la différenciation de ces cellules en EPCs.***

Les plaquettes représentent une source importante de facteurs de croissance, tels que le
PDGF, le TGFp et I'IGF, et de chimiokines, telle que le SDF-1a, qui peuvent ainsi contribuer au

Lo tg e 401, 402, 427, 4 I 1 . roo:
recrutement de cellules progénitrices.*”" *** - ¥ Récemment, une étude a mis en évidence le

role des facteurs de croissance dérivés des plaquettes dans la génération de cellules progénitrices
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pour des fins thérapeutiques. En effet, ces facteurs induisent 1’expansion des cellules
progénitrices CD34" et CD133" et pourraient étre utilisés comme approche thérapeutique dans la
transplantation autologue de cellules progénitrices.** D’ailleurs, il semble que la synergie des
facteurs, tels que le FGF et le PDGF, contribue a améliorer davantage la prolifération et la
migration des EPCs.*® Le role de SDF-1a, dérivé des plaquettes, dans la biologie des EPCs a
été le sujet de plusieurs études (Figure 3.1).*” Le SDF-1a lie son récepteur CXCR4 et régule
’adhésion in vitro et in vivo des cellules progénitrices CD34" et stimule leur différenciation en
EPCs. D’ailleurs, le SDF-1a est considéré comme une chimiokine importante dans la thérapie
cellulaire puisque celui-ci augmente le nombre d’EPCs aux sites d’endommagement vasculaire
en augmentant I’expression des intégrines oy, 04, €t as responsables de 1’adhésion des EPCs a la
fibronectine et au collagéne.**® ** Le prétraitement des EPCs en expansion ex vivo avec le SDF-
la promeut leur adhésion aux cellules endothéliales matures, par une interaction intégrine-
dépendante induisant I’expression des intégrines o4 et oy, démontrant ainsi un potentiel accru de
la réparation vasculaire.”®® Dans un modéle d’infarctus du myocarde chez le rat, un peptide

analogue de SDF-1a se trouve a induire la migration des EPCs au site en question et a améliorer

la fonction cardiaque.'*
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Figure 3.1 : Role des plaquettes dans le recrutement des cellules progénitrices. Les plaquettes jouent le
role de cellules «pont» entre la paroi vasculaire et les cellules progénitrices. Les plaquettes s’accumulent
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aux sites de 1ésions vasculaires. La relache de SDF-1 par les plaquettes induit le recrutement des EPCs,
qui expriment son récepteur, le CXCR4, induisant alors la migration et la différenciation des EPCs en
cellules endothéliales matures permettant la réendothélialisation. L’interaction de la P-sélectine
plaquettaire avec le PSGL-1 des EPCs est un autre moyen de recrutement des EPCs. Par la suite, des
interactions impliquant les intégrines §; sont responsables des adhésions fermes de ces cellules aux sites
d’endommagement vasculaire permettant la restauration de 1’intégrité vasculaire. Langer et al. Platelets in
regenerative medicine. Basic Res Cardiol. 2008;103:299-307

Malgré que les facteurs dérivés des plaquettes aient démontré un potentiel d’amélioration de
la fonction des EPCs, des études ont révélé le réle pathophysiologique de ces médiateurs dans les
processus vasculaires. Le PDGF, un facteur de croissance dérivé des plaquettes, induit la
différenciation des EPCs dérivées de la moelle osseuse en cellules exprimant des marqueurs
semblables aux SMCs, suggérant que la différenciation des EPCs stimulées par les facteurs
plaquettaires contribuent a la structuration de la paroi vasculaire plutdét que de contribuer au
revétement de la paroi vasculaire par 1’acquisition d’un caractére endothélial.'* Alors que le
SDF-1a a un effet stimulateur dans la prolifération des ces cellules progénitrices, il peut aussi
contribuer a réduire la fonction bénéfique des EPCs en présence d’un thrombus vasculaire en
induisant la phagocytose des plaquettes par les cellules progénitrices CD34" et en favorisant la
différenciation des cellules CD34" en macrophages et en cellules spumeuses, ce qui contribue a
I’athérogenése,.””® De plus, les EPCs expriment le récepteur de ’activateur plaquettaire
(«Platelet Activating Factor-Receptor», PAF-R) et peuvent répondre a une stimulation par le
facteur activateur des plaquettes («Platelet Activating Factor», PAF), un facteur inflammatoire
important relaché par les plaquettes. Le PAF réduit le nombre d’EPCs et induit leur profil
inflammatoire ce qui pourrait diminuer 1’effet thérapeutique des EPCs en présence de médiateurs
inflammatoires plaquettaires.””” Or, bien que les plaquettes induisent la réparation et la
régénération vasculaire, ces cellules peuvent également initier et contribuer aux pathologies
vasculaires, dont 1’athérosclérose, par I’entremise de leur fonction pro-coagulante et pro-
inflammatoire, exacerbant ainsi I’athérogenése.**" **’

Mis a part les études au cours des derni¢res années sur les interactions entre les plaquettes et
les EPCs, un nouveau domaine de recherche se développe visant le role des microparticules
plaquettaires dans les fonctions des EPCs. Dc’ailleurs, la présence de microparticules
plaquettaires, dérivées d’une désintégration des plaquettes, dans les cultures de cellules

, . e e, s . . o~y .o 4
mononucléaires sont assimilées par ces derniéres et induisent leur différenciation en EPCs.**®
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Les microparticules plaquettaires activées par la thrombine et le collagéne lient les EPCs et sont
assimilées et incorporées par ces derniéres.*” Les interactions microparticules-EPC induisent
I’expression de marqueurs endothéliaux et le transfere du récepteur CXCR4, induisant une

. 439
réponse accrue au SDF-1a.

De plus, les microparticules plaquettaires induisent 1’adhésion des
EPCs aux composantes de la matrice sous-endothéliale exposée et promeuvent le réarrangement
cytosquelettique responsable de la fonction migratoire des EPCs; or, le potentiel angiogénique
des EPCs est augmenté par les microparticules plaquettaires.””” Ces résultats suggérent
I’importance des microparticules dans la réparation vasculaire et la restauration de 1’intégrité
vasculaire.*” Les microparticules plaquettaires sont maintenant considérées des médiateurs
importants dans la régulation des fonctions cellulaires, particuliecrement I’angiogenese.
D’ailleurs, 1’administration locale des microparticules plaquettaires aux sites de Iésions
vasculaires pourrait étre une approche thérapeutique permettant la réparation et la régénération
vasculaire.**

Dans des études antérieures, le laboratoire de Dr Merhi a mis en évidence 1’interaction EPC-
plaquette en décrivant le role des EPCs dans la fonction plaquettaire. En effet, le groupe a
démontré que les EPCs lient les plaquettes de maniére P-sélectine-dépendante et inhibent
I’adhésion, ’activation et I’agrégation plaquettaire ainsi que la formation de thrombus par un
mécanisme signalétique impliquant 1’expression de COX-2 et induisant la sécrétion de PGIL.'"’

On croit que chez les individus qui présentent des risques cardiovasculaires la fonction des
EPCs et les interactions EPC-plaquettes sont altérées.''> En effet, les plaquettes des individus
diabétiques n’induisent pas la prolifération et la différenciation des EPCs particuliérement da au

stress oxydatif, 4 I’inflammation et a la dysfonction endothéliale.**

3.2 Le role des interactions EPC - plaquettes dans les processus et les maladies vasculaires

Le role des interactions EPC-plaquettes a particuliecrement été le sujet des études dans
plusieurs domaines, dont I’hémostase, I’inflammation, la thrombose, et I’athérosclérose ainsi que
dans I’angiogen¢se et la médecine régénérative.

Les interactions EPC-plaquettes se trouvent impliquées dans la domiciliation des EPCs aux
sites vasculaires endommagés ou 1ésés, un processus qui requiere le recrutement initial des EPCs
a I’endothélium activé ou a la matrice sous-endothéliale exposée, respectivement, suivi de la
transmigration de ces cellules progénitrices. Les plaquettes induisent des signaux

74



chimiotactiques favorisant le recrutement des EPCs. Lors des 1ésions vasculaires, caractérisées
par les grandes forces de cisaillement, les EPCs ne peuvent adhérer directement a la matrice
sous-endothéliale. Sous ces conditions, les plaquettes, possédant les récepteurs GPIb/IX/V, GPVI
et GPIIb/Illa, peuvent lier directement le collageéne et le fibrinogene, respectivernent.114 Or, les
plaquettes jouent le role de cellules «pont» entre les EPCs et le site vasculaire endommagé
(Figure 3.2).""* Les interactions P-sélectine-PSGL-1 sont 4 la base des premiers contacts entre les
plaquettes et les EPCs responsables du recrutement de ces derniéres.''" ''* **" D’autre part, les
intégrines P et B, exprimées au niveau des EPCs permettent 1’adhésion des EPCs aux plaquettes
immobilisées.''* Plusieurs événements sont observés suite au recrutement des EPCs de maniére
plaquette-dépendante, dont la mobilisation, le chimiotactisme, 1’adhésion et la différenciation des
autres cellules vasculaires.*"! Ainsi, les interactions EPC-plaquettes sont impliquées dans
I’hémostase vasculaire par la réparation des 1ésions vasculaires.

Les interactions EPC-plaquettes ont fait le sujet de plusieurs études dans la médecine
régénérative. Les plaquettes induisent un profil pro-angiogénique des EPCs, en stimulant la
fonction régénérative des EPCs par la sécrétion de facteurs, qui induisent la mobilisation, la
domiciliation et le recrutement des EPCs aux sites vasculaires en question, et promouvant la
migration et la différenciation de ces dernieres, permettant ainsi la formation de nouveaux

114,402, 442

vaisseaux (Figure 3.2). Particulierement, le role de I’interaction de SDF-1a plaquettaire

avec son récepteur CXCR4, au niveau des EPCs, a été décrit pour son effet stimulateur de

1 : . 2,112, 113,134, 1 28- 436, 442-444
multiples fonctions cellulaires des EPCs.*> % 113 134,135, 328-330.436.

Les microparticules plaquettaires ont également démontré un role thérapeutique et régénératif

: - - 366, 439
important dans leur interaction avec les EPCs.”™

Bien que le role bénéfique des plaquettes et
de leurs microparticules soit noté¢ au niveau de la régénération vasculaire, par les processus de
I’angiogenese et de la vasculogenése, des études ont rapporté le role pathophysiologique des

plaquettes dans ’angiogenése tumorale.*®
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Figure 3.2 : L’interaction des plaquettes avec les cellules progénitrices dans la régénération vasculaire.
Dans les maladies cardiovasculaires, une multitude de facteurs induisent I’activation et 1’apoptose de
cellules endothéliales de la paroi vasculaire. L’exposition de la matrice sous-endothéliale, composée
principalement de collagéne, induit 1’adhésion des plaquettes via leur récepteur GPVI. Ceci promeut
I’activation des plaquettes induisant 1’expression de récepteurs d’adhésion a leur surface, incluant la P-
sélectine, le SDF-1a et la GPIIb/Illa, qui favorisent le recrutement des EPCs aux sites de 1ésions
vasculaires. Les plaquettes peuvent alors induire la différenciation des EPCs en cellules endothéliales
matures. Stellos ef al. Platelet interaction with progenitor cells: Vascular regeneration or inquiry?

Pharmacol Rep. 2008;60:101-108

Le role des interactions EPC-plaquettes a €té souligné dans la réparation et la régénération
vasculaire. Par contre, I’effet de ces interactions sur les pathophysiologies vasculaires, telle que
I’athérosclérose, a également été noté, principalement dii aux réponses autocrines et paracrines
inflammatoires qui sont engendrées par ces interactions et qui contribuent & 1’athérogenése.*>*
Les plaquettes activées peuvent lier les EPCs et induire non seulement la relache de facteurs de
croissance et de chimiokines, mais également des médiateurs inflammatoires. Ces médiateurs
contribuent a la différenciation des cellules progénitrices en macrophages et en cellules

spumeuses induisant davantage le développement d’un microenvironnement inflammatoire

(Figure 3‘3)'114, 360, 436, 437, 441
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Figure 3.3 : L’interaction des plaquettes avec les cellules progénitrices dans I’endommagement vasculaire
et le développement de la plaque athérosclérotique. Dans 1’athérosclérose, I’activation plaquettaire induit
le roulement des plaquettes puis leur adhésion ferme aux cellules endothéliales. Les plaquettes secrétent
des médiateurs pro-inflammatoires, tels que le CD40L et I’'IL-1B, ce qui entraine ’activation de
I’endothélium et davantage 1’activation et la sécrétion plaquettaire. Ceci induit le recrutement des
leucocytes et des cellules progénitrices. La phagocytose des plaquettes par ces cellules favorise leur
différenciation en cellules spumeuses et donc le développement de la plaque athérosclérotique. Stellos et
al. Platelet interaction with progenitor cells: Vascular regeneration or inquiry? Pharmacol Rep.
2008;60:101-108

Les plaquettes sont les principales sources cellulaires impliquées dans la formation d’un
thrombus. Cependant, la propagation d’un thrombus menant a 1’occlusion de vaisseaux sanguins
implique d’autres cellules sanguines qui contribuent aux manifestations vasculaires, telle que
I’athérothrombose.*” Un réle bénéfique des interactions EPC-plaquettes a été démontré
suggérant que les EPCs contribuent a inhiber la fonction plaquettaire et a réduire la formation
d’un thrombus par un processus de réendothélialisation.''” ''® ¥ En effet, le laboratoire de Dr
Merhi a démontré que I'injection des EPCs dans un modéle murin de thrombus réduit la
formation du thrombus et retarde ’occlusion artérielle.'” Par contre, d’autres études ont rapporté
le role néfaste des cellules progénitrices dans 1’exacerbation des événements thrombotiques
d’une plaque athérosclérotique.'' **° Or, il serait nécessaire de tenir compte de ces résultats dans

le développement des approches thérapeutiques utilisant les EPCs.
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Chapitre 4
L’axe CD40L/CD40
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4.1 Introduction
4.1.1 L’axe CD40L/CD40

Les niveaux de médiateurs inflammatoires déterminent le risque et la manifestation de
plusieurs maladies cardiovasculaires, dont ’athérosclérose, I’hypertension et le diabéte. Parmi
ces médiateurs inflammatoires, on compte le CRP, I'IL-1p, I’'IL-6, le TNF-aq, et plus récemment,
le CD40L.** *7 Drailleurs, le niveau de CD40L soluble circulant a été associé¢ a plusieurs
maladies cardiovasculaires, tel que ’athérosclérose, et est maintenant considéré par plusieurs
chercheurs comme un biomarqueur clinique de risque cardiovasculaire.**® Depuis cette
association, le complexe CD40L/CD40, qui était initialement étudi€¢ pour son role dans
I’immunité et les maladies auto-immunes, a fait le sujet de maintes études dans le domaine
cardiovasculaire. Dans ce chapitre, les interactions du CD40L avec son récepteur le CD40 et ses
trois autres récepteurs, les intégrines asB;, amPa (MAC-1) et an,Ps; (GPIIb/IIIa), seront discutées.
Les mécanismes signalétiques intracellulaires du CD40L/CD40 seront décrits ainsi que
I’implication de cet axe dans la fonction des cellules vasculaires. De plus, le role de I’axe
CD40L/CD40 dans le contexte clinique, particulierement au niveau de 1’athérothrombose, sera
abordé.

L’axe CD40L/CDA40 a premierement été mis en évidence par Clark ef al. ainsi que par
Paulie ef al. en 1985, suggérant que le récepteur CD40 (initialement nommé Bp50) exprimé chez
les lymphocytes B est impliqué dans la production d’anticorps et dans I’immunité humorale.**"
0 Aprés quelques années, une étude a incité la recherche fondamentale dans 1’étude de I’axe
CD40L/CD40. En effet, Hill et al. ont associé¢ une mutation génétique du CD40L avec les
patients qui souffrent du syndrome hyper-IgM couplé au chromosome X («X-linked
immunodeficiency hyper IgM-syndrome», HIGM), résultant en une anomalie dans la production
des anticorps IgG, IgA et IgE ainsi que dans la réponse immune humorale.*”' Depuis ce temps,
plusieurs études ont démontré le role de cet axe dans I’immunité et I’inflammation au niveau
d’une multitude de types cellulaires, dont les lymphocytes B et T, les cellules dendritiques, les
neutrophiles, les monocytes/macrophages, les plaquettes, les cellules endothéliales, les SMCs et
les mastocytes (Tableau 4.1).% **% %2 L’implication de I’axe CD40L/CD40 dans la régulation
de I’'immunité et la production d’anticorps a suscité I’intérét des études dans le domaine des
maladies auto-immunes, telles que le lupus érythémateux disséminé, la sclérose en plaques, et

I’arthrite rhumatoide, ainsi que dans les maladies inflammatoires de D’intestin, le diabéte,
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I’hypercholestérolémie, et I’anémie & cellules falciformes. Etant un médiateur inflammatoire
important, 1’axe CD40L/CD40 a plus récemment été associé avec 1’inflammation vasculaire,
particulierement dans I’athérosclérose. Plusieurs études ont démontré que cet axe est a la base de
I’augmentation des médiateurs inflammatoires, des substances pro-coagulantes et pro-
thrombotiques, des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion cellulaire et des enzymes de

453

dégradation de la matrice (les MMPs),”” qui résultent en [’exacerbation des conditions

inflammatoires observées dans 1’athérosclérose.

Tableau 4.1 : Expression de CD40 et CD40L dans les différents types cellulaires

Type cellulaire CD40 CD40L
Plaquettes + +
Monocytes/Macrophages + +
Cellules endothéliales + +
Neutrophiles + -
SMCs + -
Mastocytes + +
Fibroblastes + -
Cellules T + +
Cellules B + -
Cellules dendritiques + -

Inspiré de Rizvi ef al. CD40-CDA40 ligand interactions in oxidative stress, inflammation and vascular disease. Trends
Mol Med. 2008;14:530-538

4.1.2 La structure du CD40L

Le CD40L est exprimé au niveau de plusieurs cellules, telles que les leucocytes, les
cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les SMCs et les plaquettes.** ** Le CD40L est
une protéine transmembranaire de type II, de 39 kDa, et fait partie de la superfamille du facteur
de nécrose tumorale («Tumor Necrosis Factor», TNF). Le géne du CD40L est localisé au
chromosome X dans la région q26.3-q27.1 et est un fragment d’ADN de 13-kb de longueur.**°
Cette protéine de 261 acides aminés est composée d’un grand domaine extracellulaire au
terminus C (exons II a V) ainsi qu'un petit domaine transmembranaire et un terminus N
intracellulaire, encodés par I’exon I (Figure 4.1). La structure du CD40L détermine son rdle
biologique.”™* Une forme tronquée soluble de 18 kDa du CD40L membranaire (mCD40L),
nommée le sCD40L, est relachée suite a un clivage MMP-dépendant au résidu Metl13, et

manque la queue cytoplasmique, le domaine membranaire et une partiec du domaine
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extracellulaire. Le sCD40L, relaché suite a 1’activation des cellules T et des plaquettes, joue le
role de cytokine inflammatoire.** Il est maintenant connu que la forme trimérique du CD40L, ou
les monomeres sont liés par des ponts disulfures, est la forme active capable d’induire des effets
biologiques suite a la trimérisation du récepteur CD40 et de ses autres récepteurs identifiés :

(15[31, GMBQ(MAC-I), et a11b63.455

4.1.3 La structure du CD40

Le récepteur CD40 est une protéine transmembranaire de type I, de 48 kDa, et fait partie
de la famille des récepteurs du TNF («TNF Receptor», TNFR). Le CD40 est exprimé a la surface
des cellules présentatrices d’antigenes («Antigen-Presenting Cells», APCs), telles que les
cellules B, les monocytes/macrophages, et les cellules dendritiques, ainsi que dans d’autres types
cellulaires, tels que les cellules T (CD4"), les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les
kératinocytes, les fibroblastes, les plaquettes et les SMCs.**>* Le géne du CD40, de 16.3kb de
longueur, se localise au chromosome 20 dans la région q12-13.2. Le CD40, composé de 277
acides aminés, comprend un peptide signalétique (exon I), un domaine cytoplasmique au
terminus C (exons VII a IX), un petit domaine transmembranaire (exon VII) et un grand domaine
extracellulaire au terminus N (exons II & VI composés 171 acides aminés) (Figure 4.1).** Ce
récepteur est caractérisé par la présence d’une séquence d’acides aminés répétitifs formant quatre
sous-domaines riches en cystéines qui consistent de six résidus cystéines formant trois ponts
disulfures. Le CD40 trimérise aux résidus Cys238 de chaque monomere en formant des ponts

disulfures. Cette trimérisation du CD40 est requise pour sa liaison au CD40L.*°
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Figure 4.1 : Structure des geénes et des protéines CD40 et CD40L (CD154) humains. Schonbeck ef al.
The CD40/CD154 receptor/ligand dyad. Cell Mol Life Sci. 2001;58:4-43

4.1.4 L’interaction du CD40L avec son récepteur CD40

L’axe CD40L/CD40 a largement été décrit dans les interactions des cellules
lymphocytaires, B et T, suggérant que ces interactions sont responsables de ’activation, de la
différenciation et de la production d’anticorps dans les lymphocytes B de maniere lymphocyte T-
dépendante.**® L’interaction CD40L/CD40 est responsable de I’interaction intercellulaire entre
plusieurs types cellulaires et est impliquée dans différents processus physiologiques, tel que
I’immunité, et pathophysiologiques, tels que les maladies auto-immunes, inflammatoires et
cardiovasculaires.

L’interaction du CD40L avec son récepteur CD40 requiere un processus de trimérisation
ou les monomeres sont liés par des ponts disulfures. Par la suite, le CD40L peut interagir avec le
récepteur CD40 par I’entremise de résidus basiques chargés. Plus particulierement, les résidus du
CD40L, Argl43, Tyrl45, Tyrl46, Arg203 et GIn220, lient les résidus, Tyr82, Asp84, Glu74,

Glul17 et Asn86, respectivement, au niveau du récepteur CD40.*° Des résidus hydrophobiques
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entourent cette interaction de résidus entre le CD40L et le CD40 pour supporter et stabiliser
I’interaction CD40L/CD40. Malgré qu’auparavant il a été proposé que le CD40 trimérise sous
I’effet du CD40L, il est maintenant accepté que le CD40 est pré-assemblé avant 1’interaction
avec son ligand CD40L.*" #* Cette conformation permet la liaison classique du CD40L au
CDA40 et peut alors moduler des mécanismes signalétiques intracellulaires par I’association des
facteurs associés aux récepteurs du TNF («TNF receptor-associated factors», TRAFs), qui sont
des protéines adaptatrices cytosoliques essentielles a la signalisation de I’axe CD40L/CD40
permettant 1’activation de kinases intracellulaires et de geénes régulateurs, tels que Akt, p38

MAPK, JNK, ERK et NF-kB (Figure 4.2), 40423436, 457, 49, 460
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Figure 4.2: Signalisation intracellulaire du récepteur CD40. Le CD40 existe sous forme de homotrimeére.
Suite a I’association du CD40L, le CD40 devient activé et est alors internalisé. Le CD40 contient deux
sites de liaison pour les TRAFs : un pour TRAF2, 3 et 5 et ’autre pour TRAF6. La voie de signalisation
engendrée dépend du TRAF associ¢ et du type cellulaire. La plupart des voies intracellulaires induisent la
translocation et la transcription de NF-«kB dans le noyau qui résultent en ’expression de plusieurs
molécules, dont les médiateurs inflammatoires, les MMPs, les molécules d’adhésion, les cytokines, les
chimiokines et les facteurs de croissance. Lutgens et al. CD40 and its ligand in atherosclerosis. Trends
Cardiovasc Med. 2007;17:118-123.
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L’interaction du CD40L avec son récepteur CD40 induit des signaux intracellulaires qui
résultent en plusieurs changements cellulaires. Entre autres, 1’association du CD40L avec le
CD40 induit la production et la sécrétion de cytokines, ainsi que 1’expression de molécules
d’adhésion et d’enzymes de dégradation. Ces surexpressions et surproductions sont impliquées
dans le développement de plusieurs maladies inflammatoires. Au niveau des APCs, le récepteur
CDA40 est impliqué dans I’interaction du récepteur des cellules T («7 Cell Receptor», TCR) avec
le complexe majeur d’histocompatibilité («Major Histocompatibility Complex», MHC) résultant
en une augmentation de 1’expression de MHCII et des molécules d’adhésion.*>?

L’interaction CD40L-CD40 induit la production de plusieurs cytokines par les cellules B,
telles que I’'IL-2, I’IL-6, ’'IL-10, le TNF-a, et le TGF—B.453 Au niveau des cellules endothéliales,
I’interaction du CD40L avec le CD40 induit la production de MCP-1, de RANTES et d’IL-8.4%
Quant aux macrophages, celles-ci produisent le MCP-1, le RANTES, le MIP-1a et le MIP-1p.**
Il est postulé que le CD40L induit également la sécrétion de MMP-1, -2, -3 et -9, par les
monocytes/macrophages, et de MMP-11 et -13 en plus chez les cellules endothéliales et les
SMCs.* Par ailleurs, au niveau des cellules endothéliales et des fibroblastes, le CD40L induit la
surexpression de molécules d’adhésion, telles que le VCAM-1, ICAM-1 et la E-sélectine.*” Le
CD40L affecte également d’autres composantes cellulaires des cellules endothéliales, dont le
COX-2 et le facteur tissulaire («Tissue Factor», TF), impliquées dans la thrombose et

. . r % 44 S 461
I’inflammation de 1’athérosclérose,*® ainsi que le PAF™

et le VEGF impliqués dans
I’angiogenése.**

Afin de comprendre les effets biologiques de 1’interaction du CD40L avec le CD40, il est
essentiel d’étudier les mécanismes signalétiques intracellulaires qui sont impliqués dans la

fonction cellulaire.

4.1.5 Les récepteurs du CD40L

Bien que le CD40 soit le récepteur de plus haute affinité pour le CD40L, I’interaction de
ce dernier avec trois autres récepteurs a €té notée : les intégrines asPi, amPz (MAC-1) et anPs
(GPIIb/IIIa).*"* Ces récepteurs permettent ’association de CD40L au niveau de plusieurs types
cellulaires, mais leurs implications physiopathologiques restent inconnues.

Le récepteur asP;, composé d’une sous-unité o (CD49e) et B (CD29), fait partie de la
famille des intégrines qui reconnaissent la séquence tripeptide RGD (arginine-glycine-acide
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aspartique) dans les protéines d’adhésion, telles que la fibronectine et la vitronectine. Cette
intégrine est exprimée a la surface de plusieurs types cellulaires, dont les leucocytes, les cellules
endothéliales, les ﬁbroblastes464, les cellules épithéliales104 et les plaquettes.463 Le récepteur asf;
est impliqué dans I’adhésion des monocytes et a été caractéris€ pour son role dans le

465 . ,
Une étude récente

chimiotactisme et la motilité des macrophages aux régions inflammatoires.
a démontré que le sCD40L peut lier les cellules U937 CDA40 déficientes (CD40™), une lignée
monocytaire qui n’exprime pas le récepteur CD40, par le récepteur asp;.*®® Le sCD40L lic la
forme inactive de ce récepteur. Le changement de conformation du asf; suite a son activation et
a son attachement a la fibronectine ne permet pas la liaison du sCD40L. Cette liaison induit la
translocation de asP; aux domaines lipidiques a la membrane et stimule la production de
chimiokines, telle que I’IL-8, par I’activation de la voie de signalisation ERK1/2 MAPK.*®® Le
récepteur asP; plaquettaire peut également lier le CD40L au niveau des cellules T CD4+ ou
d’autres plaquettes pour induire des réponses immunitaires et inflammatoires.*®’

Le récepteur anf2, composé d’une sous-unité a (CD11b) et d’une sous-unité  (CD18),
est exprimé a la surface de plusieurs leucocytes, dont les monocytes/macrophages, et lie la
séquence RGD des protéines d’adhésion, telles que le fibrinogéne, la vitronectine, 'ICAM-1 et
certains types de collagéne, pour induire 1’adhésion, I’activation et la transmigration de cellules
inflammatoires.”> " **® De plus, le récepteur aypP, est un modulateur chimiotactique du
recrutement des leucocytes.*® Le CD40L a une plus haute affinité pour la forme active de
omPo.*” Par contre, les résidus impliqués dans 1’activation de ce récepteur demeurent inconnus.
Dans le contexte des 1ésions athérosclérotiques, le CD40L peut lier les monocytes CD40™ par le
récepteur anmp, et induire 1’adhésion et la migration de ces cellules ainsi que la relache de

. - 470
my¢loperoxidase, un pro-oxydant.

Dr’ailleurs, Dinhibition du récepteur omP, réduit
1’accumulation de macrophages aux lésions vasculaires.*””

Finalement, le récepteur le plus récemment étudié est I’intégrine o3 (GPIIb/IIIa). Deux
polypeptides, li€s par un pont disulfure, forment un hétérodimere des sous-unités a (CD41) et
(CD61). Ce récepteur, qui est le plus abondamment exprimé sur les plaquettes et les
mégacaryocytes, lie le fibrinogene et la vitronectine et est un médiateur essentiel a I’adhésion et
a l’agrégation plaquettaire.”’'*’> A [I’état basal, D’intégrine oy,Ps est inactivée par la
phosphorylation du résidu Thr753. Par contre, suite a son activation, des résidus sérines,

thréonines et tyrosines sont phosphorylés du coté cytoplasmique de ce récepteur.’’”” ** La
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bidirectionnalité de celui-ci, qui induit des signalisations «outside-in» et «inside-out», est a la
base de la régulation de I’activité plaquettaire.'® Le CD40L peut lier le récepteur aypPs via une

475

séquence KGD (lysine-glycine-acide aspartique) aux résidus 115-117, chez I’humain,” "> et par

une séquence RGD (arginine-glycine-acide aspartique), chez la souris, et cette intégrine est

nécessaire a la stabilisation d’un thrombus artériel.*’> 47

De plus, suite a I’interaction inter-
plaquettaire, par I’entremise du récepteur aypPs, I’expression du CD40L est augmentée a la
surface membranaire des plaquettes.”’®*”® Le CD40L peut alors interagir avec son récepteur
anpPs au niveau des autres plaquettes ou avec un de ses autres récepteurs exprimé par d’autres

types cellulaires et alors exacerber 1I’environnement inflammatoire li¢ a I’athérosclérose.
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4.2 La voie de signalisation intracellulaire de I’axe CD40L/CD40
4.2.1 Le complexe CD40L/CD40/TRAF et les mécanismes intracellulaires

Le complexe CD40L/CD40/TRAF est essentiel a la signalisation intracellulaire de I’axe
CD40L/CDA40. Suite a I’association du CD40L a son récepteur CD40, les TRAFs sont recrutés a
la queue cytoplasmique du récepteur CD40 afin d’activer une panoplie de composantes
moléculaires signalétiques intracellulaires nécessaires a la fonction cellulaire.*”” Ces associations
entre les TRAFs et le CD40 induisent plusieurs voies de signalisations intracellulaires, telles que
I’Akt, le p38 MAPK, le INK, ’ERK et le NF-kB (Figure 4.3). #0433 436,457 459, 480. 481 A hart Jes
TRAFs, il existe une molécule intracellulaire, nommée JAK3, qui peut s’associer au récepteur

CD40 et induire une signalisation impliquant la voie de STAT.*¢ 43¢ 482
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Figure 4.3: Role des TRAFs dans la signalisation de 1’axe CD40L/CD40 et les mécanismes
intracellulaires qui sont engendrés. Légende: Canonical NF-kB signaling (voie de signalisation canonique
de NF-«xB); non-canonical NF-«kB signaling (voie de signalisation non-canonique de NF-xB); survival
(survie); maturation (maturation); proliferation (prolifération); production of inflammatory cytokines
(production de cytokines inflammatoires); expression of costimulatory molecules (expression de
molecules de co-stimulation); development of GC B cells (développement de cellules B du centre
germinatif); immunoglobulin isotype switching (changement d’isotype de I’immunoglobuline); somatic
hypermutation of the immunoglobulin (hypermaturation somatique de I’immunoglobuline); formation of
long-lived plasma cells and memory B cells (formation de cellules plasmatiques et de cellules B
mémoires de longue durée de survie). Elgueta ef al. Molecular mechanism and function of CD40/CD40L
engagement in the immune system. /mmunol Rev. 2009;229:152-172.
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4.2.2 La structure des TRAFs
La famille des TRAFs comprend six membres : TRAF1, 2, 3, 4, 5 et 6. La structure de

ces protéines est semblable entre les membres de cette famille ou un domaine TRAF est conservé
(180 acides aminés).*® Elles sont composées d’un domaine terminal C conservé (TRAF-C), d’un
domaine zipper riche en isoleucine, d’un domaine terminal N (TRAF-N) et des domaines riches
en motifs zinc (zinc fingers et zinc RING). Le TRAFI1 est le seul membre de cette famille qui ne
comporte pas de motifs zinc. Les domaines des TRAFs sont impliqués dans plusieurs types
d’associations. En effet, le TRAF-C est nécessaire a I’association du TRAF au récepteur CD40
alors que le TRAF-N est requis pour I’association entre les membres de la famille des TRAFs.
Les motifs zinc jouent un réle important dans le recrutement de seconds messagers et de
protéines signalétiques intracellulaires formant des homo-/hétéro-dimeéres (Figure 4.4).% 436 483
Chaque membre de la famille des TRAFs lie le CD40 par une séquence qui est reconnue
par ce récepteur. Par contre, il est maintenant connu que seuls TRAF2, 3 et 6 lient le récepteur
CD40 directement, alors que TRAF1 et 5 se lient indirectement. Le TRAF4 ne semble pas
interagir avec le récepteur CD40.*” En général, les TNFRs, incluant le CD40, requicrent
I’association de plus d’un TRAF pour induire la signalisation intracellulaire.*® Le récepteur
CD40 contient, dans son domaine cytoplasmique, un site de liaison proximal pour le TRAF6 et
un site distal pour le TRAF2, 3 et 5. TRAF1 s’associe au récepteur CD40 seulement lorsque ce
dernier est actif et joue le role de régulateur, plutdt que d’activateur, en formant un hétéro-dimere
avec TRAF2.** ** Chaque site de liaison peut induire I’activation de différentes voies
signalétiques intracellulaires dans plusieurs types cellulaires. Une fois que le CD40L interagisse
avec le CD40 et que les TRAFs cytoplasmiques s’associent, le récepteur CD40 est internalisé.
Par contre, les mécanismes d’internalisation et les voies signalétiques intracellulaires du CD40
qui sont activées peuvent varier d’un type cellulaire a un autre.**® Plusieurs études ont rapporté
que les récepteurs CD40 se regroupent pour former un signalosome au niveau des radeaux
lipidiques, qui sont les domaines insolubles de la membrane plasmique. Sous des conditions de
repos, le CD40 est partiellement localisé au niveau des radeaux lipidiques et lorsque ce récepteur
est stimulé, il est transloqué davantage dans ces domaines lipidiques.*® II est suggéré que dans la
plupart des types cellulaires, la signalisation de ’axe CD40L/CD40 résulte en I’activation de NF-

kB et ce sont les TRAFs et les médiateurs intermédiaires signalétiques qui different.
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Deux voies de signalisation de NF-kB ont été décrites : la voie canonique (ou classique)
et la voie non-canonique. La voie canonique serait principalement activée en réponse aux ligands
des récepteurs d’antigénes et de cytokines. Quant a la voie non-canonique, celle-ci serait plutot
activée dans la réponse des récepteurs de la superfamille du TNF, tel que le récepteur de la
lymphotoxine-B («Lymphotoxin-f§ Receptor», LTB-R), le récepteur activateur de NF- kB
(RANK), et le CD40.*” ** De plus, la voie canonique implique la kinase IKKp et,
subséquemment, la transcription nucléaire des hétéromeres p50/RelA alors que la voie non-
canonique est activée par IKKa induisant la dégradation de p100 et la translocation de p52/RelB.
Il est suggéré que I’activation de la voie canonique de NF- xB régule la réponse pro-
inflammatoire et pro-thrombotique au niveau des plaques athérosclérotiques™ alors que la voie
non-canonique semble réguler un potentiel auto-régénératif au niveau des HSPCs.*° Les
interactions CD40-TRAF6 peuvent seulement induire la voie canonique du NF-xB alors que les
interactions CD40-TRAF2, 3 et 5 peuvent induire la voie canonique et non-canonique. De plus,
le TRAF3 joue le role du TRAF régulateur puisqu’il inhibe la voie signalétique de CD40-TRAF2
et 5 et induit la signalisation du NF-kB via CD40-TRAF6.*' D’autre part, des études ont
démontré que TRAF2, 5 et 6 semblent réguler plusieurs fonctions cellulaires impliquant les voies

signalétiques de NF-kB et INK.*”

4.2.3 Les membres de la famille des TRAFSs et leurs fonctions

Initialement, les TRAFs ont été considérés des médiateurs dans les mécanismes
signalétiques des récepteurs du TNF et, plus récemment, leur role dans ’axe CD40L/CDA40 a été
¢lucidé au niveau de plusieurs fonctions cellulaires. Plusieurs études ont suggéré que les TRAFs
régulent ces fonctions de maniére différentielle dans chaque type cellulaire. Suite a la
translocation des TRAFs aux récepteurs membranaires, ils forment des complexes multi-
protéiques et induisent des signalisations intracellulaires, dont la translocation du facteur de
transcription NF-kB et I’activation de JNK, qui peuvent influencer les fonctions cellulaires, telles
que I’apoptose, la prolifération, la différenciation, la production d’anticorps et la production de
médiateurs intra- ou inter-cellulaires. D’ailleurs, il est maintenant bien établi que les TRAFs sont
régulés de manicre différentielle et activent différentes voies de signalisations intracellulaires au

niveau des différents types cellulaires.*®
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4.2.3.1 TRAF1

Tel que mentionné précédemment, le TRAF1 peut seulement lier le CD40 suite a 1’activation
de ce récepteur et I’association des autres TRAFs, particulierement du TRAF2, pour agir comme
régulateur.®™ ** Le TRAF1 régule la localisation intracellulaire du TRAF2 et son role
différentiel serait li¢ a sa structure unique parmi les membres de la famille des TRAFs. En effet,
il a été prouvé qu'un TRAF2 qui ne contient pas le motif zinc RING ne permet pas la
translocation et la localisation de cette protéine au niveau des radeaux lipidiques résultant alors

en I’inhibition de sa fonction signalétique.*®

Une autre étude a démontré qu’au niveau des
cellules B, TRAF1 et 2 cooperent dans 1’activation engendrée par le CD40 et une déficience de
I’un des deux de ces membres de la famille des TRAFs induit une perte de fonction plus
significative qu’une déficience en un seul TRAF. Plus spécifiquement, le recrutement de TRAF1
et de TRAF2 serait nécessaire afin d’activer les mécanismes signalétiques de NF-kB.*” Le
TRAF]1 serait impliqué dans le processus de dégradation des TRAF2 et 3. 1l a été suggéré qu'une
déficience en TRAFI1 résulte en un plus grand recrutement de TRAF2 au niveau des radeaux
lipidiques et alors une dégradation accrue des TRAF2 et 3 en réponse a la signalisation
engendrée par le CD40.** Ces résultats pourraient expliquer I’expression plus prononcée de
TRAF1 suite a une stimulation du CD40 dans plusieurs types cellulaires. D’autre part, une
surexpression de TRAF1 peut engendrer une dérégulation et une hyper-activation cellulaire
affectant négativement les fonctions cellulaires. La stimulation de CD40 avec le CD40L induit
des réponses différentielles chez les cellules B et les monocytes. La stimulation du CD40 au
niveau des monocytes induit I’augmentation de I’expression de TRAF1 et I’activation d‘ERK1/2,
promouvant la sécrétion de cytokines, alors que cette voie ne semble pas étre impliquée dans la
régulation des fonctions des cellules B. Par contre, la voie de JNK et de p38 MAPK, qui jouent
un role dans la prolifération des cellules B, n’est pas impliquée dans la fonction des
monocytes.*”* Au niveau des cellules endothéliales, une déficience en TRAF1 induit I’expression

de MCP-1 et de I’IL-6 suite a une stimulation avec le CD40L.*°

4.2.3.2 TRAF2

Au cours des années, plusieurs études ont tenté de démontrer le réle de TRAF2 dans une

multitude de fonctions cellulaires. Le domaine RING dans la structure du TRAF2 est responsable
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de I’association de ce TRAF a ses récepteurs et des fonctions signalétiques intracellulaires qui en
découlent.*”® Initialement étudié dans le contexte des récepteurs TNF, TNFR-1 et TNFR-2, cette
protéine adaptatrice a démontré un role double, anti- et pro-apoptotique, dépendamment des

. . o . . 497-499
voies de signalisation activées, soient NF-kB et JNK.

Plus particuliérement, une étude a
suggéré que la translocation de TRAF2 contribue a la réorganisation des protéines
cytoplasmiques entrainant des réponses apoptotiques par la dégradation d’IkB et I’activation de
NF-kB.”” De plus, il semble que les mécanismes signalétiques induits par le TRAF2 inactivent
des protéines protectrices, telles que les protéines inhibitrices de I’apoptose cellulaire («cellular
Inhibitor of Apoptosis Proteins», cIAPs), résultant en une apoptose accrue.”” > En effet, les
clAPs régulent la dégradation protéosomale du TRAF2 impliqué dans la différenciation des
monocytes.501

NF-xB et le JNK méme au niveau de 1’axe CD40L/CD40.*** Le site de liaison de TRAF2 et 3 et

Il semble que le TRAF2 est un régulateur des voies signalétiques impliquant le

la régulation de I’association de ces deux TRAFs sont essentiels au changement d’isotype™, a la
production d’anticorps et a la prolifération des cellules B ainsi qu’a I’activation des voies

signalétiques, telles que la p38 MAPK, le JNK et le NF-kB, dans plusieurs types cellulaires.**"

203-30% Drailleurs, I’interaction de TRAF2 et 3 semble jouer un réle important dans la régulation
des fonctions cellulaires induites par le CD40L. Plus particulierement, dans les cellules B a I’état
basal, un complexe cytoplasmique est formé entre cIAP1/2, TRAF2, TRAF3 et la protéine kinase
inductrice de NF-xB («NF-kB Inducing Kinase», NIK). Les cIAPs induisent la dégradation de
NIK ce qui résulte en I’inhibition de la voie non-canonique de NF-kB promouvant ainsi
I’apoptose de ces cellules. Par contre, lorsque le récepteur CD40 est stimulé, 1’activité ubiquitaire
ligase des cIAP est dirigée vers TRAF3, induisant la dégradation de ce dernier. Le NIK ne peut
alors s’associer au complexe cIAP1/2-TRAF2 et induire la voie non-canonique de NF-kB, ce qui
résulte en la survie des lymphocytes B.**"°*°% Donc, le TRAF3 joue un role négatif dans la

régulation de la voie signalétique de NF-kB engendrée par TRAF2.*"!

De plus, au niveau des
cellules B, le TRAF2 entre en concurrence avec le TRAF6 pour lier le CD40 et induire
I’activation de NF-«kB; par contre, il n’est pas essentiel a I’initialisation de cette voie
signalétique.”®” Une étude a démontré qu’une déficience en TRAF2 et 5 inhibe 1’expression de
MCP-1 et d’IL-6 suite 4 une stimulation avec le CD40L dans les cellules endothéliales.*”” De

plus, le laboratoire de Dr Merhi a récemment mis en évidence le role de TRAF2 dans la
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régulation de I’activité plaquettaire et la formation de thrombus impliquant la voie signalétique

de p38 MAPK.>"

4.2.3.3 TRAF3

Le TRAF3 peut inhiber la signalisation de la voie non-canonique de NF-kB engendrée par
TRAF2 et 5 et induire ’activité transcriptionnelle de NF-kB induite par le TRAF6.*! Ces effets
sont engendrés principalement par le motif zinc de TRAF 3.%! Drailleurs, le TRAF3 peut
hétérodimériser avec TRAF?2 et inhiber la fonction de ce dernier dans I’activation de NF-kB dans
les cellules B.”™ Une étude a défini le role de TRAF3 dans 1’athérosclérose en suggérant que les
forces de cisaillement élevées inhibent 1’activation des cellules endothéliales induites par le
CDA40L et ce, par une augmentation de I’expression de TRAF3.>” Le TRAF3 inhibe I’expression
de médiateurs pro-inflammatoires et pro-coagulants dans ces cellules en réponse au CD40L.>”
Drailleurs, une étude plus récente sur les cellules endothéliales a démontré que I’inhibition de
TRAF3 induit I’expression de MCP-1, de I'IL-6, et de I'IL-8 de maniére CD40L-dépendante.**
Or, le TRAF3 semble étre une cible thérapeutique importante dans la régulation de
I’inflammation au niveau des plaques athérosclérotiques. Bien que le TRAF3 semble avoir un
effet protecteur au niveau des cellules endothéliales, ce TRAF joue un role négatif au niveau des
cellules B en induisant la production des ROS de maniére CD40-dépendante, par I’entremise de
I’association de TRAF3 4 la sous-unité cytosolique p40™™ de NADPH oxidase, un complexe
enzymatique impliqué dans la génération des ROS.”'’ Dans le contexte des cellules cancéreuses,
le CD40L régule positivement le mRNA de TRAF3 qui, par la suite, induit I’activation de la voie

signalétique de INK et des mécanismes apoptotiques impliquant la caspase-3 et -9.>'!

4.2.3.4 TRAF4

Le TRAF4 a peu été étudi€ puisque celui-ci différe en structure, localisation intracellulaire et
fonction des autres membres de la famille des TRAFs. Il semble que le role primaire de TRAF4
se trouve au niveau du développement embryonnaire du squelette axial et du tube neural.’'?
Parmi, les récepteurs du TNF, le TRAF4 semble interagir seulement avec p75 et LTB-R mais pas
avec le CD40.°" Par contre, il semble que I’interaction du CD40L avec le CD40 réduit
I’expression de TRAF4 dans les cellules humaines de myélome multiple induisant une inhibition
de I’apoptose de ces cellules. °'* Dans les cellules B, une activation de CD40 semble augmenter
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I’expression de TRAF4.”" Le role du TRAF4 a particuli¢rement été rapporté au niveau du
systéme nerveux central et des cancers. D’ailleurs, une étude récente a démontré que le TRAF4
serait impliqué dans 1’hémostase du systeéme nerveux central par la régulation des processus de
myélination.516 De plus, le TRAF4 serait impliqué dans la régulation de la production d’oxydants
et de I’apoptose, en étant capable de jouer le role de médiateur anti- et pro-apoptotique.’’’
D’autre part, une étude a €lucidé le rdle particulier de TRAF4 dans la régulation de I’immunité
innée par laquelle la phosphorylation de ce TRAF par IKKa régule négativement la réponse
innée du systeme immunitaire. Il est d’ailleurs le seul TRAF a réguler I’immunité de manicre

Lerntion 517
negative.

4.2.3.5 TRAFS

Le TRAFS est structurellement et fonctionnellement semblable au TRAF2. Par contre, celui-
ci ne peut s’associer directement au récepteur CD40 et se lie indirectement en formant des
hétéro-oligoméres avec TRAF2 et 3, qui eux peuvent lier le CD40 directement.*”® Les
interactions de TRAF2 et 5 peuvent induire I’activation de la voie canonique et non-canonique
de NF-kB.*' Une étude portant sur les cellules endothéliales a démontré qu’une déficience de
TRAF2 et 5 inhibe D’expression CD40L-dépendante de I’IL-6 mais n’a aucun effet sur
I’expression de MCP-1 au niveau des plaques athérosclérotiques.*”” Par ailleurs, une déficience
de TRAFS résulte en une incapacité de prolifération des cellules B suite & une stimulation du

CD40.°'®

4.2.3.6 TRAF6

Le TRAFG6 est le seul membre de la famille des TRAFs qui s’associe a la région proximale
membranaire du récepteur CD40. Il a été démontré que le TRAF2 entre en concurrence avec le
TRAF6 dans 1’association au CD40 pour réguler la voie signalétique de NF-kB dans les cellules
B.>"7 Cependant, une étude portant sur les cellules B a démontré que ce n’est pas le TRAF6, mais
plutot le TRAF2, qui serait impliqué dans le changement d’isotype engendré par le CD40 ainsi

503
D’autre

que la prolifération et ’activation de NF-xB, JNK et p38 MAPK dans ces cellules.
part, le TRAF6 collabore avec le TRAF2 dans les cellules hématopoiétiques ou ce dernier est
particulierement nécessaire pour 1’activation des voies signalétiques de NF-kB, JNK et p38
MAPK.** Le role de TRAF6 a été élucidé au niveau de ces voies signalétiques ainsi que dans la
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voie signalétique de 1’Akt, un médiateur intracellulaire important dans la régulation de la survie
et de I’apoptose. Il semble que le TRAF6 ne lie pas seulement le récepteur CD40 directement
mais peut également s’associer indirectement au TRAF2.*" Zirlik et al. ont démontré que
I’inhibition de TRAF6 induit I’expression de MCP-1 de mani¢re CD40L-dépendante au niveau
des cellules endothéliales.*” Le role de TRAF6 a particuliérement été souligné dans les maladies
vasculaires, et, plus spécifiquement, dans 1’athérosclérose. L’interaction du TRAF6 avec le
CD40 régule la formation du néointima et du remodelage artériel. Lorsque cette interaction est
altérée, la capacité de remodelage des leucocytes est entravée due a une réduction de 1’activité
dégradante des protéases et de Iinfiltration de cellules inflammatoires.’"” Ceci favorise un profil
anti-inflammatoire de ces leucocytes, démontré par la production accrue de I’'IL-10, une cytokine
520

anti-inflammatoire.

CD40L/CD40 induit le recrutement des TRAFs, particuliecrement de TRAF6, et favorise

Drailleurs, suite a I’endommagement artériel, la signalisation de 1’axe

I’expression de genes pro-inflammatoires, tels que le TNF-a, I'IL-1p8, I’'IL-6, le MCP-1, et des
molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement des leucocytes, tels que 'ICAM-1 et le
VCAM-1, via la voie signalétique de NF-kB.**' L’interaction CD40-TRAF6, induite par le
CD40L, active la voie du NF-kB et promeut la survie des SMCs ainsi que la formation du
néointima.”?' Par ailleurs, une déficience de CD40 ou I’inhibition de TRAF6 semblent réduire
I’accumulation de monocytes/macrophages et I’expression de médiateurs inflammatoires, tels
que 'ICAM-1, le VCAM-1, le MCP-1, la MMP-9 et le TF, via un effet inhibiteur de la voie NF-
«B.>** Ceci suggere que I’interaction CD40-TRAF6 est une cible thérapeutique dans les maladies
vasculaires, dont la resténose. L’effet thérapeutique de cette approche a été €lucidé au niveau des
cellules HEK293 et des cellules B mettant en évidence le role de TRAF6 dans la régulation de
I’apoptose cellulaire, et ce de maniere indépendante de NF-kB, alors qu’une apoptose demeure

observée dans les cellules comprenant des mutations de TRAF2 et 3.°%

4.2.3.7 JAK3

En plus des TRAFs, le JAK3 est associé aux mécanismes intracellulaires induits par ’axe
CD40L/CDA40. JAK3 est membre de la famille des kinases Janus qui sont impliquées dans les
signalisations engendrées par les cytokines et les facteurs de croissance. Il s’associe au récepteur
CDA40 par I’entremise de séquences riches en proline de la région proximale de CD40. Cette
association au CD40 induit la phosphorylation des résidus tyrosines au niveau de JAK3 induisant
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I’activation de ce dernier et, subséquemment, de STAT3.”** Contrairement aux études
démontrant I’implication essentielle des TRAFs dans la régulation des fonctions des cellules B,
une étude a démontré que JAK3 n’est pas nécessaire au changement d’isotype, a la prolifération

482

et a I’expression de marqueurs de surface dans les cellules B."™* L’implication de JAK3 a été

soulignée dans les monocytes, induisant I’activation de STATS5a, ce qui n’est pas le cas dans les

525

cellules B.”” De plus, la stimulation de CD40 au niveau des cellules dendritiques induit la

maturation de ces cellules, la production de I’IL-12, et I’expression de MHC et de molécules co-

. . 26, 52
stimulatrices.>*% %%

4.3 L’axe CD40L/CD40 dans les fonctions cellulaires

L’axe CD40L/CD40 a ¢été décrit dans les fonctions cellulaires des lymphocytes T,
lymphocytes B, plaquettes, cellules dendritiques, neutrophiles, monocytes et macrophages,
cellules endothéliales et SMCs.”* *° Bien que les premiéres études sur 1’axe CD40L/CD40 ont
décrit la fonction de cette voie dans I’'immunité et ’apoptose, son implication dans les maladies
inflammatoires et cardiovasculaires ont plus récemment fait le sujet de plusieurs études. Notre
intérét porte sur la fonction du CD40L/CD40 dans les plaquettes et les cellules endothéliales afin

de comprendre I’implication de cet axe dans les EPCs au niveau de 1’athérothrombose.

4.3.3 Les plaquettes

Le CD40L en circulation provient principalement des plaquettes et peut réguler la
fonction de ces dernieres ou des autres types de cellules vasculaires. L’implication du CD40L
plaquettaire dans 1’activation des plaquettes et la formation de thrombus ainsi que dans la
stabilisation de la plaque athéromateuse a été observée dans le développement des maladies
cardiovasculaires.”’® D’ailleurs, les plaquettes induisent un profil pro-inflammatoire au niveau
des cellules endothéliales via des interactions CD40L-CD40. Plus particuliérement, 1’expression
des molécules d’adhésion, telles que le VCAM-1, 'ICAM-1 et I’E-sélectine, ainsi que la
production des chimiokines, telles que le MCP-1, I’IL-6 et I’IL-8, ont ét¢ démontrées dans les

cellules endothéliales.”®’

De plus, I’activation plaquettaire induite par le CD40L, via la
GPIIb/IMIa,*"® favorise les interactions des plaquettes avec les leucocytes, une étape importante
dans le recrutement de ces derniéres aux sites de lésions vasculaires, et contribue a la

pathogenése de I’athérosclérose.”” Dans ce contexte, le laboratoire de Dr Merhi a démontré que
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I’interaction CD40L/CD40 dans les plaquettes induit ’activation et 1’agrégation de ces cellules et
exacerbe la formation de thrombus via un mécanisme signalétique qui implique
TRAF2/Racl/p38 MAPK.”® A part son implication dans les maladies cardiovasculaires, le
CDA40L plaquettaire régule I’immunité adaptative.”®’ Les microparticules plaquettaires expriment
aussi le CD40L et peuvent interagir avec d’autres cellules vasculaires. Les microparticules
dérivées des plaques athéromateuses peuvent stimuler la prolifération des cellules endothéliales

et promouvoir I’angiogenése via I’interaction avec le CD40 des cellules endothéliales.”

4.3.4 Les cellules endothéliales

L’axe CD40L/CD40 a aussi été étudié dans la fonction des cellules endothéliales. Le
CDA40L, des lymphocytes T, peut interagir avec le CD40 des cellules endothéliales et induire
I’expression de MMPs, telles que la MMP-1, MMP-2, MMP-3 et MMP-9, résultant en un
potentiel accru de néovascularisation et de remodelage vasculaire dans la formation de la plaque
athérosclérotique.”™' De plus, le sCD40L induit I’expression du VEGF au niveau des cellules
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endothéliales ainsi que la prolifération et le potentiel angiogénique de ces cellules
une voie signalétique impliquant le PI3K/Akt. Par contre, ce potentiel angiogénique est limité et
réduit par une augmentation de la production des ROS et une diminution de la biodisponibilité
du NO.**? Des distinctions ont été notées entre la forme soluble du CD40L (sCD40L) et la forme
membranaire du CD40L (mCD40L). Chen et al. suggerent que le mCD40L induit la production
et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et 1’expression des molécules d’adhésion.
L’internalisation du récepteur CD40 induit I’activation de plusieurs voies signalétiques, telles
que ’Akt et le NF-xB, qui régulent plusieurs fonctions cellulaires.**® L’activation des cellules
endothéliales via CD40, par le CD40L, induit I’expression des molécules d’adhésion, telles que
le VCAM-1, PICAM-1 et I’E-sélectine, et les chimiokines, telles que 1I’'IL-6, I’IL-8 et le MCP-1,
ainsi que le TF, les MMPs et le sCD40L et ce, via le recrutement de différents TRAFs au
récepteur CD40.2%3 28% 495 333 (Cette expression accrue des molécules d’adhésion permet le
recrutement des leucocytes et promeut ’athérogenése.”* Par contre, une étude récente suggére

que cet axe inhibe la voie signalétique de 1I’Akt/eNOS et résulte en la réduction du potentiel de

migration des cellules endothéliales.™*
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4.3.5 Les EPCs

Bien que les études aient décrit le role de I’axe CD40L/CD40 au niveau de plusieurs
types cellulaires, I’implication de cet axe dans les EPCs nécessite certes des études plus
approfondies. Une ¢étude récente a démontré que le CDA40OL serait impliqué dans le
développement des cellules souches et progénitrices hématopoictiques («Hematopoeitic Stem
and Progenitor Cells», HSPCs) et pourrait promouvoir la différenciation de ces cellules en

cellules dendritiques.™’

Les EPCs ont fait le sujet d’une seule étude qui a décrit I’implication de
I’axe CD40L/CD40 dans leur fonction cellulaire. Récemment, Hristov et al. ont suggéré que la
dysfonction endothéliale est due aux niveaux élevés de sCD40L plasmatiques qui résultent en
une fonction altérée des EPCs. Cette étude a démontré que le CD40L induit la production des
ROS et réduit la viabilité et la prolifération des EPCs. Chez des souris déficientes en CD40, les
EPCs démontrent une fonction bénéfique en limitant le développement du néointima par la
possibilité de réendothélialisation. Conséquemment, les EPCs traitées au CD40L induisent la

progression du néointima et démontrent une incorporation atténuée au niveau des Iésions

vasculaires.>®

4.4 Le role physiologique de I’axe CD40L/CD40

Le role de I’axe CD40L/CD40 a été étudi¢ dans plusieurs processus physiologiques, dont
I’immunité humorale, I’'immunité cellulaire et D’apoptose. Le réle du CD40 a plus
particuliérement été le sujet des études concernant les cellules B dans I’immunité humorale et les
cellules dendritiques dans I’immunité cellulaire.

L’immunité humorale est principalement responsable de la différenciation des cellules B en
plasmocytes et de la production d’anticorps (IgA, IgE, IgG et IgM) par ces cellules. Ces
processus requicrent 1’activation des cellules B de maniére CD40-dépendante par les cellules T
CD4" activées, qui expriment le CD40L. Par ailleurs, ces derniéres sont elles-mémes activées par
les APCs, principalement par les cellules dendritiques. L’activation des cellules dendritiques par
le CD40L induit I’expression des molécules de surface co-stimulatrices CD80/CD86 et CD28,*"
7 qui permettent I’interaction de ces cellules avec les cellules T et induisent la différenciation
de ces derniéres en cellules T effectrices et régulatrices par la reliche de I'IL-12 et de I'TL-10.>
L’immunité cellulaire implique aussi ’axe CD40L/CD40. D’ailleurs, cette interaction est a la

base de la relache de cytokines inflammatoires par une panoplie de types cellulaires dans les
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maladies auto-immunes dépendantes des cellules T."™™

Le CDA40L plaquettaire a été corrélé
avec I'immunité cellulaire. Il semble que le CD40L plaquettaire peut activer les cellules
dendritiques et contribuer a la prolifération et a I’accumulation de cellules T CD8" au niveau des
tissus infectés.’”

Le CD40L joue également un role dans I’apoptose cellulaire. Dans certains types cellulaires,
le CD40L induit des signaux apoptotiques, par I’expression de Bax, Bak et des caspases, alors
que dans d’autres cellules, ce médiateur favorise la survie cellulaire, par I’expression de Bcl-
XL.>* Particulierement, au niveau des cellules B, le CD40L joue le role d’un médiateur anti-
apoptotique, promouvant la survie, la différenciation et la prolifération de ces cellules.”*" >*!
Drailleurs, différentes voies intracellulaires activées via CD40 régulent les fonctions anti- et pro-
apoptotiques. Alors que I’activation de NF-kB et d’AP-1 peut agir de manicre anti-apoptotique,
I’activation de JNK favorise I’augmentation de 1’expression de FasL, un récepteur apoptotique,
résultant en la mort cellulaire.”® ***>* De plus, une étude a démontré qu’au niveau des cellules
d’une lignée de lymphome, 1’activation de CD40 induit une protéine anti-apoptotique c-FLIP via

la voie signalétique de NF-kB.>*

4.5 L’axe CD40L/CD40 dans I’athérothrombose

L’implication de I’axe CD40L/CD40 a été rapportée dans plusieurs maladies, dont les
maladies inflammatoires de D’intestin, le cancer, la sclérose en plaques, les maladies auto-
immunes (le lupus érythémateux et I’arthrite rhumatoide), le diabéte, ’anémie a cellules
falciformes, ainsi que I’athérosclérose et I’athérothrombose.”® 11 est suggéré que I’axe
CD40L/CDA40 est impliqué dans le développement de la plaque athéromateuse et que le blocage
de cet axe pourrait réduire 1’athérosclérose et induire la formation d’une plaque plus stable,
caractérisée par une plaque faiblement inflammatoire, exhibant moins de macrophages et de
lymphocytes T, et étant considérablement fibreuse, ¢’est-a-dire plus riche en collagéne.*** *°

Depuis le début des années 2000, le CD40L est considéré un médiateur inflammatoire dans le
développement de maladies cardiovasculaires. Le role des plaquettes dans 1’athérosclérose, et
particuliérement 1’athérothrombose, est maintenant bien établi.*** Les plaquettes sont la source
majeure de CD40L en circulation. Le CD40L joue trois roles principaux dans la progression de
I’athérothrombose : I’inflammation, la thrombose et la resténose. Au niveau de 1’inflammation,

le CD40L induit la production et la relache de médiateurs inflammatoires par les cellules
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vasculaires et la sécrétion de MMPs, particuliérement le MMP-2 et le MMP-9,>* par les cellules
résidant au site de la plaque athéromateuse. L’interaction du CD40L avec le CD40 au niveau des
cellules circulantes ou de la paroi vasculaire endommagée favorise le recrutement de leucocytes
qui contribuent a I’affaiblissement de la plaque et au développement de la thrombose et ce de
maniere ROS-dépendante. D’ailleurs, le CD40L en circulation induit la relache de MCP-1 et
davantage du CD40L par les cellules endothéliales, promouvant ainsi le recrutement des cellules
mononucléaires et des plaquettes au niveau de la plaque.’’® Cette dysfonction endothéliale
favorise 1’athérogenese. Le récepteur MAC-1 du CD40L joue aussi un rdle important dans le
recrutement des cellules qui participent & 1’inflammation.”’’ De plus, le CD40L dérivé des
plaquettes peut lier le CD40 au niveau des neutrophiles et induire la relache des ROS
promouvant davantage 1’activation plaquettaire et la reliche de CD40L.>*® Cette boucle de
rétraction positive contribue au développement de 1’athérogenése. En bref, la relache des
cytokines pro-inflammatoires, la biodisponibilité réduite du NO, la production des ROS et
I’expression accrue des molécules d’adhésion promeuvent le recrutement et la migration de
leucocytes et induisent la formation et la progression de la plaque athéromateuse.””” D’autre part,
le CD40L permet de stabiliser la formation de thrombus en inhibant le processus de
réendothélialisation et en permettant la prolifération des SMCs et la formation du néointima
créant ainsi une resténose.”’® >** >*’ Il semble que 1’effet thrombotique du CD40L soit corrélé a
I’intégrine GPIIb/Illa des plaquettes. L’activation des plaquettes par la GPIIb/IIla induit la
relache du CD40L et ce dernier peut également lier son récepteur GPIIb/Illa pour activer
d’autres plaquettes promouvant ainsi la stabilit¢ du thrombus sous des grandes forces de

. 276, 475
cisaillements.”"™

Urbich et al. ont suggéré que le CD40L inhibe la relache du NO et la
migration des cellules endothéliales par une augmentation de la production des ROS.
L’interaction de CD40L avec CD40 peut alors inhiber le processus de réendothélialisation et

. c o . ’ 1 2
promouvoir la prolifération des SMCs résultant en une resténose.”

4.5.1 L’initiation, la progression, la stabilisation de la plaque athéromateuse et la
thrombose

Les phases principales qui caractérisent le développement de 1’athérothrombose sont:
I’initiation, la progression et la stabilisation de la plaque athéromateuse suivi de la rupture et de

la formation de thrombus. Le CD40L et son récepteur le CD40 sont exprimés au niveau de
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plusieurs types cellulaires dans les lésions athérosclérotiques, dont les lymphocytes T, les
plaquettes, les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques, les cellules
endothéliales et les SMCs. Aux stades précoces, ces molécules inflammatoires sont faiblement
exprimées. Cependant, leur expression est accrue au cours de la progression de la plaque
athéromateuse.”*® 11 est proposé que 1’axe CD40L/CD40 soit impliqué dans chaque stade du
développement de la plaque athérosclérotique.

L’athérosclérose débute avec le dépdt du cholestérol, ou LDL, au niveau de la paroi
vasculaire. Lors de I’initiation de I’athérosclérose, les cellules endothéliales sont activées par
I’LDL oxydé («oxidized LDLy», oxLLDL) induisant ainsi une expression accrue du CD40L et du
CD40. De plus, I’activation des monocytes et des lymphocytes T contribue a 1’augmentation de
la sécrétion de médiateurs inflammatoires qui induisent davantage 1’expression du CD40 au
niveau des cellules endothéliales.”*’ Ceci stimule la relache des chimiokines et I’expression de
molécules d’adhésion qui jouent un réle primordial dans le recrutement des leucocytes et leur
transmigration vers I’intima. Un des médiateurs importants dans ce processus est le CD40L qui,
lors de son interaction avec le CD40, induit I’expression des molécules d’adhésion, telles que
I’ICAM, le VCAM et I’E-sélectine au niveau de I’endothélium. Ces molécules d’adhésion sont
responsables du recrutement des leucocytes, particulierement les monocytes qui se différencient
en macrophages et relachent des médiateurs inflammatoires importants, tels que le MCP-1, le
RANTES, le MIP-1a et le MIP-1p.°* La stimulation des cellules endothéliales par le CD40L
induit la relache d’une panoplie de facteurs pro-inflammatoires et I’expression des molécules
d’adhésion permettant I’adhésion de monocytes et de lymphocytes T et leur transmigration vers
I’intima 4 travers I’endothélium.”*’ D’autre part, les interactions plaquettes-cellules endothéliales
et plaquettes-leucocytes via CD40L/CDA40 participent au développement de I’inflammation.>*’

La néovascularisation de la plaque athéromateuse implique la livraison de nutriments et
de I’oxygene aux cellules résidant au niveau de la plaque. Le CD40L joue un rdle important dans
I’étape de la vascularisation de la plaque en induisant la prolifération et la motilité des cellules
endothéliales et promeut I’expression de facteurs pro-angiogéniques, tel que le VEGE.** Ces
nouveaux vaisseaux peuvent induire davantage le recrutement de cellules immunitaires et
contribuer a la déstabilisation de la plaque.

La progression de la plaque athéromateuse est principalement due a I’accumulation de

cellules inflammatoires au niveau de la Iésion athérosclérotique. Les macrophages deviennent
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des cellules spumeuses, par la phagocytose de lipides, et les lymphocytes T et les neutrophiles se
domicilient au niveau de la plaque. Ces cellules ne survivent pas au sein de la plaque et des
processus d’apoptose et de nécrose se produisent. Par la suite, la migration de SMCs induit la
formation d’une matrice de collagéne formant ainsi une chape fibreuse. Le CD40L joue un role
important dans la prolifération et la relache de cytokines inflammatoires et des MMPs par les
SMCs induisant la formation du néointima et de I’hyperplasie.”®’ En stimulant le CD40 au
niveau des macrophages par le CD40L principalement exprimé par les lymphocytes T, ces
cellules relachent une multitude de cytokines inflammatoires, telles que I’IL-1p, I’'IL-6, I’'IL-8, le
TNF-a et IFN-y, ainsi que des enzymes dégradantes de la matrice, telles que MMP-1, MMP-2,
MMP-3 et MMP-9, qui affaiblissent la chape fibreuse, induisant ainsi la déstabilisation de la
plaque et une susceptibilité a la rupture.”*’>*’ De plus, le CD40L/CD40 serait impliqué dans la
formation d’un centre nécrotique au sein de la plaque athéromateuse.”™ La lésion est alors
fibreuse et formée principalement de protéines de la matrice extracellulaire, de leucocytes, de
cellules spumeuses (dérivées des macrophages) et des SMCs.>*’

Une plaque susceptible a la rupture est caractérisée par un contenu lipidique et un
microenvironnement inflammatoire accru ainsi qu’une diminution du dépdt de protéines
extracellulaires et de SMCs.”*” Ce processus implique ’activité des MMPs au niveau des SMCs
et des cellules endothéliales.”*” La rupture de la plaque est I’étape avancée de la formation de la
plaque athéromateuse et implique des événements thrombotiques importants. Ce processus est
engendré principalement par les plaquettes qui jouent un role dans la thrombose et la
coagulation. En effet, la rupture de la plaque induit I’exposition de la matrice extracellulaire et,
par la suite, le recrutement et ’activation plaquettaire qui forment un agrégat. C’est a ce stade
qu’on décrit la plaque comme étant vulnérable puisque la paroi vasculaire n’est plus protégée des
composantes pro-thrombotiques et pro-coagulantes en circulation. La perte de collagéne
fibrillaire de la chape fibreuse induit la rupture de la plaque et ’exposition de la matrice
extracellulaire. D’ailleurs, le CD40 serait impliqué dans la déstabilisation de la plaque et le
remodelage dG au profil pro-inflammatoire présent¢ dans la formation de la plaque
athéromateuse.**”- %

Suite a la rupture de la plaque, I’axe CD40L/CD40 est également impliqué dans la
formation de thrombus. La stimulation du CD40 au niveau de plusieurs types cellulaires, dont les

cellules endothéliales, les macrophages et les SMCs, induit la relache de TF favorisant ainsi la
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formation de thrombus plaquettaire et la coagulation. D’autre part, la signalisation du CD40L via
son récepteur GPIIb/Illa plaquettaire promeut la formation et la stabilisation des agrégats
plaquettaires.”*® ** Le laboratoire de Dr Merhi a récemment démontré que I’interaction du
CD40L avec son récepteur CD40 au niveau des plaquettes induit leur activation et leur
agrégation et exacerbe la formation de thrombus.””®

Les microparticules plaquettaires sont aussi impliquées au niveau de la plaque
athérosclérotique. Une étude a démontré que les microparticules, exprimant le CD40L, isolées de
Iésions athérosclérotiques chez I’humain, peuvent stimuler les cellules endothéliales via CD40 et
favoriser la prolifération et le potentiel angiogénique de ces derniéres.”’ Il est donc postulé que
les microparticules seraient impliquées dans la vascularisation de la plaque induisant ainsi sa

susceptibilité.**

4.6 Le CD40L et son implication clinique

4.6.1 Le CD40L soluble : un indicateur de risque cardiovasculaire

Le CD40L a suscité I’intérét de la recherche clinique et fondamentale. En effet, le
sCD40L est maintenant considéré par certains chercheurs comme un biomarqueur important de

0. 31 plys particulierement, les patients souffrant de syndromes

risque cardiovasculaire.
coronariens aigus expriment plus de CD40L au niveau des plaquettes.” Le CD40L a également
été corrélé avec d’autres biomarqueurs inflammatoires, dont le CRP et I'IL-6.** Cependant, il
n’est pas clair si le niveau élevé de sCD40OL est le résultat ou la cause des évenements
cardiovasculaires. Pour I’instant, des niveaux élevés du sCD40L en circulation ont été corrélés

avec l’incidence de maladies cardiovasculaires, dont 1’athérosclérose, 1’athérothrombose,

I’infarctus du myocarde, et I’angine.

4.6.2 Les études cliniques et la thérapie

Plusieurs études cliniques ont démontré que les niveaux du sCD40L sont corrélés avec
les risques cardiovasculaires.™” ' En effet, I’'axe CD40L/CD40 semble étre une cible
thérapeutique importante au niveau des maladies cardiovasculaires et d’autres manifestations
cliniques, dont les maladies auto-immunes et les maladies inflammatoires. Cet axe a fait le sujet

de plusieurs études qui visent a bloquer I’interaction du CD40L avec le CD40 pour réduire le
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profil inflammatoire et thrombotique impliqué dans le développement de maladies

cardiovasculaires (Tableau 4.2).*2

Des anticorps anti-CD40L, tel que le BG9588, ont été
considérés comme approche thérapeutique.” Par contre, di aux événements
thromboemboliques observés, cette approche a été terminée et des approches alternatives ont été
envisagées. D’ailleurs, une nouvelle approche thérapeutique est 'utilisation de RNAi dans le
silengage de génes qui a été suggérée dans le traitement de I’arthrite rhumatoide™* et pourrait
étre considérée au niveau des maladies inflammatoires.” En effet, la dérégulation de cet axe a
¢été discutée au niveau des maladies auto-immunes et pourrait étre une approche importante pour
cibler I’axe CD40L/CD40 dans les maladies cardiovasculaires.”® Une étude a démontré que
I’estradiol pourrait prévenir I’expression du CD40L et du CD40 dans les cellules endothéliales et

inhiber ’adhésion des neutrophiles.”’

D’autre part, I’utilisation de la vitamine C antioxydante a
démontré un potentiel de réduction de la relache du sCD40L par les plaquettes activées.”>® Par
ailleurs, I’étude clinique CAPTURE a démontré que 1’administration de ’abciximab,”' un
bloqueur de I’intégrine GPIIb/IIla plaquettaire, peut étre bénéfique pour les patients exhibant des
niveaux élevés de CD40L puisque ces patients présentent un plus grand risque de mortalité et de
récurrence de I’infarctus du myocarde.””>%

Trois approches principales ont été décrites pour contrer les effets de [’axe
CD40L/CD40 : les composés anti-plaquettaires et anti-thrombotiques, les statines et les
thiazolidinediones.””’ Les anti-plaquettaires ont été considérés puisque les plaquettes
représentent la source principale de sCD40L. Le clopidogrel, un inhibiteur du récepteur de
I’ ADP, inhibe la relache de CD40L par les plaquettes activées par ’ADP.*' De plus, I’inhibition
de COX par I’aspirine peut réduire les niveaux de CD40L produits et relichés.*’”” D’autre part,
I’étude clinique MIRACL a démontré que les statines peuvent réduire la concentration du
CDA40L plasmatique et les risques cardiovasculaires.”” ** Les thiazolidinediones, qui sont des
agonistes de PPARy, peuvent réduire les concentrations du sCD40L plasmatique. En effet,
I’administration de rosiglitazone réduit les niveaux du CD40L circulant chez des patients

c . \ . 564
souffrant de diabéte et des maladies des artéres coronaires.
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Tableau 4.2 : Approches thérapeutiques utilisées pour cibler I’axe CD40L/CD40

Approche Mécanisme d’action Effet Références
RNAI Silengage Réduction de Pluvinet et al. (2004)°>
post-transcriptionnel I’expression de
CD40
Anticorps Interruption de Inhibition de la Boumpas et al. (2003)°®
anti-CD40L I’interaction cascade Grammer et al. (2003)°®
CD40-CD40L inflammatoire par
une compétition
avec le CD40L
Estradiol Lie le récepteur o de Réduit Geraldes et al. (2006)>’
I’estrogene (ERa) I’expression du
CD40 et du
CDA40L induite par
le IFN-y dans les
cellules
endothéliales
Antioxydants «Scavengery des ROS | Atténuation dela | Nannizzi-Alaimo et al. (2003)*”’
(vitamine C, et inhibiteurs relache de Chakrabarti et al. (2005)*”
dipyridamole, plaquettaires sCD40L par les Chakrabarti et al. (20?678)278
Chen et al. (2007)
seleno-L- plaquettes et
methionine, réduction du stress

N-acetylcysteine)
et inhibiteurs de
GPIIb/111a

oxydatif dans les
cellules
endothéliales

Inspiré de Rizvi ef al. CD40-CDA40 ligand interactions in oxidative stress, inflammation and vascular disease. Trends

Mol Med. 2008;14:530-538

104




Chapitre 5
Projet de recherche
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5.1 Problématique

Dans le cadre général des maladies cardiovasculaires et, plus spécifiquement, dans le
syndrome coronarien aigu, notre intérét porte sur le role des cellules endothéliales progénitrices
(EPCs) dans la thrombogenése et les processus de réparation vasculaire. Les EPCs sont des
précurseurs endothéliaux qui jouent un role émergent dans la réparation vasculaire, la thérapie
cellulaire et la médicine régénérative. Le recrutement des EPCs aux sites des 1ésions vasculaires
est facilité par les plaquettes. Dans des études antérieures, le laboratoire de Dr Merhi a démontré
que les EPCs lient et inhibent l'activation et I'agrégation des plaquettes et réduisent ainsi les
réactions thrombotiques. Il semble que les plaquettes et les EPCs interagissent pour moduler
leurs fonctions respectives. Plus récemment, nous avons réussi a différencier deux sous-types
d’EPCs: les EPCs précoces, ou «early», et tardives, ou «late», chacune distincte dans sa
morphologie, phénotype et fonction. Nous avons aussi trouvé que ces EPCs expriment le CD40
d'une fagon constitutive, alors que les plaquettes sécrétent et constituent la source principale de
son ligand le CD40L. Il est connu que l'axe CD40L/CD40 module la réponse thrombo-
inflammatoire par une cascade de signalisation intracellulaire. Le CD40L, étant exprimé et
secrété par les plaquettes, pourrait réguler la fonction des EPCs et moduler leurs propriétés anti-
thrombotiques et angiogéniques durant la réparation vasculaire ce qui pourrait influencer le

processus de I"hémostase vasculaire.

5.2 Hypothese et objectifs

Hypothése principale: Le sCD40L module la fonction des EPCs et leur contribution a la

fonction plaquettaire et a I’angiogenese.

Objectifs de recherche:

L. Différencier et caractériser les EPCs et démontrer [D’existence de [I’axe
CD40L/CD40/TRAFs dans les «early» et «late» EPCs.

II. Etudier les effets des «early» EPCs sur 1’agrégation plaquettaire et vérifier I’implication
de I’axe CD40L/CD40 dans ce processus.

III.  Déterminer les effets du sCD40L sur la sécrétion des métalloprotéinases (MMPs) par les

«early» EPCs et vérifier 'implication de I’axe CD40L/CD40 dans 1’angiogenese.
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5.3 Signification du projet

Nous anticipons identifier le réle du sCD40L dans la fonction des EPCs et comment
celles-ci influencent 1’athérothrombose. Ainsi, ces notions fondamentales pourront constituer la
base pour planifier des études cliniques futures afin de corréler la relation entre le niveau du
sCD40L circulant, le nombre des EPCs dans la circulation et l'incidence des maladies
cardiovasculaires, plus particulierement I'athérosclérose et la thrombose dans le syndrome

coronarien aigu.
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Contribution Scientifique
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Mise en contexte pour le premier article :

Soluble CD40 ligand impairs the anti-platelet function of peripheral blood
early outgrowth cells via increased production of reactive oxygen species

Dans I’hémostase vasculaire, 1’interaction des plaquettes avec la paroi vasculaire et les
cellules sanguines est nécessaire durant le processus de la réparation vasculaire. Il est maintenant
connu que les plaquettes jouent un rdle important dans le recrutement des leucocytes et des
cellules progénitrices aux sites d’endommagement vasculaire. Actuellement, 1’utilisation des
EPCs comme cible thérapeutique fait 1’objet de plusieurs études fondamentales et cliniques dans
le domaine de la réparation et de la régénération vasculaire. En effet, il est bien établi que les
EPCs servent de cellules protectrices lors des lésions vasculaires. Elles modulent la réponse
vasculaire par la relaiche d’une multitude de facteurs vasoactifs et par leur incorporation et
différenciation en cellules endothéliales aux sites des lésions vasculaires. Cette capacité
protectrice attribuée aux EPCs a été explorée au niveau des stents capteurs d’EPCs dans le but de
limiter les réactions thrombo-inflammatoires associées a 1’implantation des stents dans les
maladies coronariennes. Plus particulierement, le role des «early» EPCs, qui sont également
nommées «early outgowth cellsy (EOCs), a été le sujet de plusieurs études puisque ces cellules
offrent un profil paracrine important par la relache de plusieurs médiateurs anti-thrombotique,
anti-inflammatoire et pro-angiogénique.

Le laboratoire de Dr Merhi a rapporté antérieurement que les plaquettes interagissent
avec les EPCs et modulent leurs fonctions et que ces derniéres peuvent également moduler la
fonction des plaquettes. Plus spécifiquement, Il a été démontré que les EPCs interagissent avec
les plaquettes via un mécanisme impliquant la P-sélectine et inhibent leur adhésion, activation et
agrégation ainsi que la formation de thrombus via I’expression de COX et la sécrétion de PGI..
Plus récemment, nous avons démontré que les EPCs expriment constitutivement le récepteur
inflammatoire CD40 et il est bien établi que les plaquettes sont la source principale de la forme
soluble de son agoniste, le sSCD40L, dans la circulation. Alors que le laboratoire de Dr Merhi a
précédemment démontré que le sSCD40L induit 1’activation et 1’agrégation des plaquettes ainsi
que la formation de thrombus, le role du sCD40L dans la fonction anti-thrombotique et

angiogénique des EPCs n’a pas encore été ¢lucidé. Dans ce travail nous avons voulu étudier la
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fonction de 1I’axe CD40L/CD40 dans les EOCs et tester 1’hypothése que cet axe affecte la
fonction des EOCs et renverse leur effet inhibiteur sur les plaquettes. Notre focus dans le cadre
de ce travail était les «early» EPCs ou EOCs puisque cette population est générée en quelques
jours de culture et elle est surtout responsable de la relaiche d’une multitude de facteurs qui
influencent de maniere paracrine la fonction des autres cellules du systéme vasculaire. Ainsi, la
portée de cette étude pourra contribuer a expliquer le lien qui existe entre des niveaux élevés de
sCD40L, la fonction réduite des EOCs, et les complications thrombotiques chez les patients

souffrant de maladies cardiovasculaires.
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Summary

Adult peripheral blood angiogenic early outgrowth cells (EOCs), also known as early endothelial
progenitor cells, interact with other blood and vascular cells and may regulate atherothrombosis.
We have previously shown that endothelial progenitor cells inhibit platelet function and
thrombus formation. The CD40L/CD40 axis is a thrombo-inflammatory mediator that affects
platelet and endothelial functions. It has been shown that EOCs express CD40, whereas platelets
represent the major source of its soluble ligand (sCD40L), which impairs EOC function. We
aimed to test the hypothesis that the sCD40L/CD40 axis affects the anti-platelet function of
EOCs. Human peripheral blood mononuclear cell-derived EOCs in culture inhibited platelet
aggregation. Pre-treatment of EOCs with sCD40L reduced their inhibitory effect on platelet
aggregation in a CD40-dependent manner. EOCs viability and release of the anti-aggregating
agents, prostacyclin and nitric oxide, were not affected by sCD40L. However, production of
reactive oxygen species (ROS) was increased in sCD40L-treated EOCs. Blockade of ROS
reversed the effects of sCD40L-treated EOCs on platelet aggregation. This study reveals that the
sCD40L/CDA40 axis impairs the anti-platelet properties of EOCs through increased production of
ROS. These data may explain the link between elevated levels of sCD40L, impaired activity of
EOCs and enhanced platelet reactivity, and consequently the occurrence of atherothrombotic

disease.

Keywords
CD40, CD40L, early outgrowth cells, platelets, reactive oxygen species
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Background

Peripheral blood contains a complex assortment of progenitor cells that possess the ability to
differentiate into endothelial progenitor cells (EPCs) in vitro, which can either consist of a
minimally proliferative myeloid-monocytic cell population (monocytic EPCs, early
outgrowth cells [EOCs], or cultured angiogenic cells) or consist primarily of a high
proliferative non-myeloid endothelial cell (EC) population (late EPCs, colony-forming
EPCs, or late outgrowth cells), which have emerged as important regulators of vascular
biology through their implication in vascular repair, cell therapy and regenerative medicine
(1). Following the pioneering study of Asahara ef al. (2), which demonstrated the potential
of adult CD34" hematopoietic stem cells to differentiate into ECs and to induce
neovascularisation, multiple studies have focused on identifying the source, nature and
characterization of EPCs, while highlighting their role in vascular and cardiac repair, as well
as in vascular biology and haemostasis. Indeed, interactions between EPCs and vascular and
blood cells can significantly influence their biological and functional properties. More
specifically, the interaction of EPCs with platelets provides a critical signal required for their
migration, homing and differentiation into ECs at the sites of vascular injury (3-8). In
addition, it has been shown that platelet microparticles enhance the potential of EOCs to
restore endothelial integrity after vascular injury (9). Conversely, EPCs can modulate
platelet function (10), thus emphasizing on their importance in vascular haemostasis and
their potential role in regulating atherothrombosis.

Platelet adhesion to damaged blood vessels represents the first step in atherothrombosis.
In turn, this induces signals, which lead to platelet activation and aggregation through
binding of GPIIb/Illa (aypPs integrin) to fibrinogen. The functional impact of EPCs on
platelets was indirectly explored in a number of studies showing that EPCs participate in
preventing in stent restenosis by improving re-endothelialisation and reducing neointima
proliferation and thrombosis (11-13). More recently, Soehnlein et a/. (14) have shown that
neutrophils play an important role during the early healing process following arterial injury
by promoting adhesion and function of EOCs, thereby improving re-endothelialization and
limiting neointima formation. Taken together, these studies suggest that EPCs and blood

cells modulate each other’s functions. Indeed, we have shown that human EPCs bind
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platelets via P-selectin and inhibit platelet activation, aggregation, adhesion and thrombus
formation through the upregulation of cyclooxygenase-2 (COX-2) and prostacyclin (PGI,)
secretion (10). On the other hand, platelet activation is accompanied by the secretion of
soluble CD40L (sCD40L, also known as sCD154) (15), which could interact with its
receptor CD40 on EPCs to modulate their functions. In this regard, it has been shown that
sCD40L impairs the function of EOCs by increasing superoxide anion production and
decreasing their viability and proliferation, leading to accelerated neointimal progression
(16).

The CD40L/CD40 axis has gained much attention over the years for its involvement in
the pathogenesis of inflammation, atherosclerosis and atherothrombosis (17). CD40L is
expressed on a variety of tissues such as immune cells, ECs, monocytes/macrophages,
vascular smooth muscle cells (VSMCs) and platelets (15, 17, 18). Overwhelming evidence
has demonstrated the importance of the CD40L/CD40 axis in thrombo-inflammatory
reactions through the upregulation of cell adhesion molecules and production of pro-
inflammatory cytokines, chemokines, metalloproteinases, reactive oxygen species (ROS),
growth and pro-coagulant factors (15, 17-21). In macrophages and ECs, the CD40L/CD40
dyad induces tissue factor expression and reduces thrombomodulin expression, thereby
favouring local pro-coagulant and pro-thrombotic conditions (22). In fact, sCD40L reduces
EC-derived NO bioavailability, increases ROS production and induces EC apoptosis, all of
which promote thrombosis (23-26). Although sCD40L affects ECs, its potential involvement
in EOC biology remains to be determined. Recently, a direct link between sCD40L and
EOC function has been established (16), where treatment with sCD40L impaired the
function of EOCs. However, evidence as to whether sCD40L could also influence the anti-
platelet properties of EOCs is elusive. This study was therefore designed to determine the

impact of sCD40L on the anti-platelet properties of EOCs on platelet function.

Methods
Isolation and culture of EOCs
Blood sampling was carried out according to a protocol approved by the Montreal Heart

Institute ethical committee. Informed consent was obtained from healthy volunteers, free
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from any drug intake over the last 10 days prior to blood sampling. Culture-derived EOCs
were conducted as previously described (27). Briefly, Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) density gradient centrifugation was used to isolate peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from 100 mL of peripheral blood. PBMCs were cultured in
complete endothelial growth medium EGM-2 (Lonza Inc, Burlington, ON, CA)
supplemented with 2% FBS, at 37°C in an atmosphere of 5% CO,. To generate EOCs, 1 x
10° mononuclear cells per cm® were seeded on 6-well fibronectin-coated tissue culture plates
(BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada). Following 4 days of culture, medium was
changed to remove non-adherent cells. Additional culturing up to 7 days was performed to
obtain EOCs. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs), used as controls, were
cultured on 0.2% gelatine-coated plates in complete EGM-2 supplemented with 10% FBS.
EOCs were incubated with recombinant human sCD40L (1 pg/ml, Alexis Biochemicals, San

Diego, CA, USA) for 24 h at 37°C.

Characterization of EOCs

EOCs were observed by optical microscopy and by laser confocal microscopy for the
binding of Ulex-Lectin and the uptake of Dil-Acetylated Low Density Lipoprotein (Ac-
LDL). Cells were incubated with Dil-labelled Ac-LDL (4.8 pg/ml, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) for 2 h at 37°C followed by 4% paraformaldehyde fixation and subsequent
incubation for 1 h with FITC-labelled Ulex-Lectin (10 pg/ml, Sigma-Aldrich, Oakville, ON,
Canada) at room temperature. Nuclear staining was done with TO-PRO-3 (1.5 uM,
Invitrogen) for 15 min at room temperature. Slides were mounted using 0.4% DABCO
(Sigma-Aldrich), and visualized under an inverted fluorescent microscope at 63X
magnification (10).

Phenotypic characterization of EOCs was performed using flow cytometry assessment of
cell surface markers. Cells were harvested using trypsin-EDTA 0.05% (Gibco, Burlington,
ON, CA) for 15 min at 37°C and washed with phenol red-free and serum-free basal RPMI
1640 medium. They were subsequently blocked with normal mouse serum for 15 min and
incubated for 30 min with PE-labelled fluorescent human monoclonal antibodies against
CD14 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), CD45 (AbD Serotec, Oxford, UK), CD34
(BD Biosciences), VEGFR2 (R&D Systems), CD144 (BD Biosciences), CD31 (AbD
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Serotec), CD40 and CD40L (Immunotech, Marseille, France). Negative IgG control
antibodies were used in all experiments. EOCs were then fixed in 4% paraformaldehyde and
analyzed using FACS Epics-Altra (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada), as
described previously (10).

The potential of EOCs and HUVECs to form tube-like structures was compared on
Matrigel-coated 24-well plates. Matrigel growth factor reduced (GFR, BD Biosciences) (200
ul) was allowed to polymerize to a gel-like surface for 30 min at 37°C in an atmosphere of
5% CO,. Cells were harvested using trypsin-EDTA 0.05%, washed and suspended in
complete EGM-2 at 200 x 10’ per 300 pl per well. Following incubation for 24 h at 37°C in
5% COa,, cells were viewed under an inverted microscope and images were taken at 10X

magnification (28).

Platelet aggregation

Platelets were isolated from peripheral blood of healthy volunteers as previously described
(10) and prepared at a concentration of 250 x 10° platelets/ml. Platelet aggregation was
performed in a 4-channel optical aggregometer (Chronolog Corp., Havertown, PA, USA)
using 400 pl of platelets incubated with 100 ul of EOCs (4 x 10%ml) or their supernatant at
37°C for 5 min prior to the aggregation assay. Untreated and pre-treated EOCs with sCD40L
(1 pg/ml) in the presence or absence of a blocking anti-CD40 (5 pg/ml, R&D Systems)
monoclonal antibody were tested. In another set of experiments, untreated and sCD40L pre-
treated EOCs with a ROS scavenger, superoxide dismutase (SOD, 100 uM, Sigma-Aldrich),
were used to assess the effect of ROS on platelet aggregation. Platelet aggregation in the
presence of complete EGM-2 culture medium containing 2% or 10% FBS, for culture of
EOCs and HUVECs respectively, was used as control. The aggregation response was
induced with 1 pug/ml collagen (Chronolog Corp.) and monitored under shear (1000 rpm) at
37°C using the Aggro-Link software (Chronolog Corp.).

PGI; and NO release

EOCs (4 x 10%ml) were left untreated (control) or stimulated with sCD40L for 24 h at 37°C
in 5% CO, and the stable metabolite of PGI,, 6-keto-PGF;,, was measured from the
supernatants using a commercial radioimmunoassay (RIA) kit (Assay Designs, San Diego,
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CA, USA). Levels of nitrate and nitrite were assessed using a commercial fluorometric assay

kit (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Apoptosis and viability assay
Control and sCD40L-treated EOCs for 24 h were assessed for apoptosis and necrosis using
FITC-labelled Annexin V (BD Pharmingen, Mississauga, ON, Canada) and Propidium
Iodide (PI) (BD Pharmingen), respectively. Cells were washed in phenol red-free RPMI
1640 basal media, suspended at 1 x 10° cells per 100 pl in 1x Annexin V binding buffer and
stained with Annexin V-FITC and PI for 15 min at room temperature. Flow cytometric
analysis was then used to assess apoptosis and necrosis. Annexin V and PI double negative
cells were considered live cells, Annexin V positive cells were considered apoptotic, PI
positive cells were considered necrotic and Annexin V and PI double positive cells were
considered dead.

Viability of control and sCD40L-treated EOCs was assessed using 0.4% trypan blue
staining (Gibco) after 24 h stimulation with sCD40L. The percent viability was calculated

by counting cells stained in blue as non-viable cells over non-stained viable cells.

ROS assay

EOCs were left untreated or stimulated with sCD40L for 24 h at 37°C in 5% CO; in the
absence or presence of SOD (100 uM) or an anti-CD40 (5 pg/mL) antibody. Cells were then
incubated with 10 pg/mL hydroethidine for 15 min at 37°C (Invitrogen) and analyzed by

flow cytometry for the detection of ethidium-positive cells (16).

Statistics analysis
All results were expressed as mean + SEM of at least 3 independent experiments. Paired
student’s #-test and analysis of variance followed by Dunnett’s test were used for statistical

analysis. P <0.05 was considered significant.
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Results

Characterization of EOCs

We first aimed to determine the morphological and phenotypical characteristics of PBMC-
derived EOCs following 7 days of culture on fibronectin-coated plates. EOCs form a
heterogeneous population of round and elongated cells (Fig. 1A) and show a rather
immature EC differentiation stage, as they still resemble mononuclear cells. Furthermore,
EOCs bind Ulex-Lectin and internalize Dil-Ac-LDL, both EC characteristics (Fig. 1A).
Assessment of cell surface markers by flow cytometry shows that EOCs continue to express
leukocyte and monocyte cell surface markers, CD45 and CD14, respectively, but also
acquire characteristics of progenitor and ECs by expressing VEGFR2 and CD31 (Fig. 1B).
In functional studies using the Matrigel assay, we show that EOCs lack the capability to
form tube-like structures on Matrigel, whereas HUVECs form well-defined tube networks
(Fig. 1C). Collectively, these results indicate that our population of PBMCs-derived EOCs
in culture is a minimally proliferative myeloid-monocytic cell population, also named

monocytic EPCs, early outgrowth cells, or cultured angiogenic cells, as described previously

(27, 29).

sCD40L reverses the inhibitory effect of EOCs on platelet aggregation

We have previously shown that EPCs inhibit platelet activation and aggregation (10). Here,
we investigated the functional impact of the CD40L/CD40 axis on the anti-platelet
properties of EOCs. Figure 2 shows that EOCs were less potent inhibitors of platelet
aggregation (32% inhibition) than their supernatant (70% inhibition). Interestingly, pre-
treatment of EOCs with sCD40L significantly reduced the anti-platelet aggregation
properties of their supernatant by approximately 50%, without any significant effect on the
anti-aggregating properties of EOCs. Specific inhibition of CD40 using a blocking
monoclonal antibody prevented the effect of sCD40L on EOCs (Fig. 2), thus highlighting

the requirement of CD40 in this process.

sCD40L does not affect EOC PGI; and NO release nor apoptosis and viability
In order to reveal the mechanisms by which sCD40L impairs the anti-platelet properties of

EOCs, we first evaluated the impact of sCD40L stimulation on EOC PGI, and NO release,
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which are well documented anti-aggregating agents. Our results show that EOCs produce
substantial amounts of PGI, and NO, but their levels were unaffected by sCD40L
stimulation (Fig. 3A, 3B), indicating that sCD40L does not impair the anti-platelet
properties of EOCs through modulation of these mediators. We also sought to verify
whether this sCD40L-mediated reversal process could be attributed to apoptosis or viability
effects. As shown in Figure 3C, stimulation with sSCD40L for 24 h did not induce EOC
apoptosis or necrosis, as determined by Annexin and PI staining. Moreover, cell viability

and integrity were unaffected, as assessed by trypan blue staining.

Impact of ROS

Since sCD40L does not affect the release of PGI, and NO by EOCs, we sought to
investigate the involvement of ROS in this process. ROS have been shown to modulate
platelet function and previous data indicate that sCD40L regulates ROS generation in EOCs
(16). As shown in Figure 4, sCD40L treatment induced a significant increase (50%) in
intracellular ROS generation in EOCs. This increase was reversed by pre-treatment with
SOD, a ROS scavenger, or by a blocking anti-CD40 monoclonal antibody. Moreover, pre-
treatment of EOCs with SOD abolished the reversal effect of sCD40L on the anti-platelet
properties of EOCs (Fig. 5), indicating that ROS are central elements to this sCD40L-

induced impairment of EOC function on platelet aggregation.

Discussion

Given the debate concerning the source and the nature of EPCs, it was therefore important
for us to put into context the characteristics of our EPC population. Since the pioneering
work of Asahara et al. (2), showing that human peripheral blood contains CD34" and
VEGFR-2" progenitor cells, which can attach to fibronectin, acquire certain characteristics
of mature ECs in vitro, and contribute to neoangiogenesis in vivo, numerous cells for
improving cardiovascular function have emerged, including EPCs, bone marrow
mononuclear cells, adult myocardial stem cells, adult mesenchymal stem cells, and
embryonic stem cells (30). Recently, it has been postulated that cells originally defined as
EPCs and used for potential therapy are not true endothelial progenitors (31-33). Indeed,

recent analyses have revealed that, depending on the methods by which EPCs are isolated
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and cultured, the EPC population can either consist of a minimally proliferative myeloid-
monocytic cell population (EOCs, monocytic EPCs, or cultured angiogenic cells) or consist
primarily of a high proliferative non-myeloid EC population (late EPCs, colony-forming
EPCs, or late outgrowth cells). Based on these new definitions and on standardized isolation
and differentiation protocols (27, 31, 32, 34), we have successfully differentiated EOCs
from peripheral PBMCs in culture and showed that their phenotype reflected rather
mononuclear-like cells expressing endothelial markers. However, it has been demonstrated
that these cells and mature ECs act synergistically at sites of new vessel formation where
EOCs are responsible for the release of paracrine factors whereas ECs are themselves
incorporated at these sites (35, 36). Indeed, we showed that EOCs neither proliferate nor
form tube-like structures, whereas HUVECs are highly proliferative and form defined tube-
like structures on Matrigel. Taken together and as previously recognized (37, 38), our
population of EOCs reflects endogenous angiogenic capacity that contributes to supporting
tissue regeneration.

It is well established that platelets play important roles not only in haemostasis and
thrombosis, but also in inflammation and tissue repair through paracrine mechanisms or
direct interactions with other blood, vascular, and progenitor cells. In this regard, it has been
shown that platelets promote homing and differentiation of EPCs at sites of vascular injury
(3-7), whereas their microparticles enhance the potential of EOCs to restore endothelial
integrity (9). Conversely, EPCs influence platelet function and modulate platelet
thrombogenic properties (10, 11, 13, 39). Among the mediators involved in thrombo-
inflammatory disorders, sCD40L, which is mainly released by activated platelets (15), has
gained much attention over the years for its pivotal role in the pathogenesis of inflammation,
atherosclerosis and atherothrombosis (17, 40, 41), such that it has become a reliable
predictor of cardiovascular risk and disease (42). The present study provides new insights
into the regulation of platelet function by EOCs and presents novel evidence for the
involvement of the CD40L/CD40 axis in modulating the anti-platelet properties of EOCs.

By interacting with its receptor(s) on EOCs, sCD40L is expected to activate different or
parallel intracellular events that would converge to the release of inhibitors or activators of
platelet function. In addition to CDA40, the classical counter receptor of CD40L, different

receptors for CD40L have been identified in different cell types (17). This includes the o3
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platelet integrin, which is involved in thrombus stabilization; the inactive conformation of
asP1, which induces activation of the human monocytic U937 cell line; and finally, ayf, can
mediate CD40L-dependent inflammatory responses, in particular leukocyte adhesion and
neointimal formation. In the present study, we initially confirmed, as demonstrated in our
previous study (10), that the predominant effects of EOCs on platelet aggregation seem to be
related to the release of platelet inhibitory factors, such as PGI, and NO, that downregulate
platelet function. We then demonstrated that EOCs express CD40, the principal ligand for
CD40L, and showed that sCD40L reverses the anti-platelet aggregation potential of EOC
supernatant, but not washed cells, suggesting that sCD40L may skew the release of EOC-
derived platelet inhibitor factors toward platelet activator ones. This effect is CD40-
dependent, since it was inhibited by blockade of CD40, indicating a possible interplay
between sCD40L, platelets and EOCs in regulating each other’s function. Based on our
previous study showing that the anti-platelet property of EPCs is mainly related to the
secretion of the anti-platelet PGI, (10), we sought to examine the effects of sCD40L on the
production of two platelet antagonists, PGI, and NO. Surprisingly, pre-treatment of EOCs
with sCD40L had no significant effects on PGI, and NO release, indicating that the partial
reversal of the anti-platelet properties of EOCs following sCD40L stimulation could not be
attributed to PGI, or NO. Moreover, apoptosis of EOCs was not affected by sCD40L,
indicating that sCD40L does not hinder the protective platelet properties of EOCs through
impaired cell viability. Thus, we hypothesize that alternate platelet activating factors
released by EOCs in response to sCD40L could be involved in this process. In this regard, it
has been shown that sCD40L impairs the function of EOCs by increasing superoxide anion
production and decreasing viability and proliferation, thereby leading to accelerated
neointimal progression (16). Indeed, we found that sCD40L increased the production of
EOC-derived ROS in a CD40-dependent manner and that ROS scavenging with SOD
reversed the effect of sSCD40L on the anti-platelet properties of EOCs.

Our findings could be of important physiopathological relevance, since the acute
vascular response to injury involves the adhesion, activation, and aggregation of platelets,
followed by recruitment of additional platelets, leukocytes, and possibly circulating EOCs
and late outgrowth cells or EPCs. The recruitment of circulating EOCs at the site of injury

may contribute first, to attenuate the acute thrombotic response by inhibiting platelet
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function, and second, to promote re-endothelialisation and vascular repair by EPCs.
However, in the presence of elevated plasma levels of sCD40L, as seen in patients with
cardiovascular diseases, the anti-platelet and pro-endothelial functions of EOCs and EPCs
would be impaired, hence contributing to creating a thrombo-inflammatory environment that
may enhance atherothrombosis at the sites of vascular injury. In addition to sCD40L, it has
been shown that platelet bound CD40L is a potent inducer of proatherogenic inflammatory
processes by enhancing the interaction between platelets, leukocytes, and the endothelium
(43). Thus, it is likely that both the membrane bound and the circulating forms of CD40L
derived from platelets at the sites of injury are involved in the thrombo-inflammatory
properties of EOCs and EPCs in general, but their relative importance in EPC functions
requires further investigations.

Collectively, our findings support the existence of a crosstalk between EOCs and
platelets in regulatiing each other’s function. Hence, sCD40L signals via CD40 in EOCs and
reverses their platelet anti-aggregatory properties via increased ROS production. These
results support the existence of a link between elevated levels of sCD40L, impaired activity
of EPCs and enhanced platelet reactivity, and consequently the occurrence of

atherothrombotic disease.
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Figure Legends

Figure 1: Characterization of PBMC-derived EOCs. A) Left: Representative optical
microscopy image of EOCs taken at 10X magnification using an inverted light microscope.
EOCs display a heterogeneous population of round and elongated cells on fibronectin
following 7 days of culture. Right: Representative confocal microscopy image taken at 63X
magnification showing EOC double staining of Dil-AcLDL uptake (red) and Ulex-Lectin
binding (green) as well as TO-PRO-3 nuclear staining (blue). B) Cell surface marker
expression profile, as assessed by flow cytometry, of EOCs using mouse anti-human PE-
conjugated monoclonal antibodies against leukocyte, progenitor and EC markers. Histogram
represents the mean of data £+ SEM of at least 4 independent experiments. C) Optical
microscopy images showing the tube-like structure formation potential of EOCs and control

HUVECs on a Matrigel surface. 10X magnification using an inverted microscope.

Figure 2: Effect of EOCs on platelet aggregation. Platelets (250 x 10%ml) were co-
incubated with EOCs or their supernatants for 5 min in a 4-channel optical aggregometer
under 1,000 rpm of shear at 37°C and aggregation was recorded following stimulation with
collagen (1 pg/ml). PBMCs and HUVECs were used as negative and positive control,
respectively. A) Representative traces of platelet aggregation alone (control) or in the
presence of the supernatant of 4 x 10°/ml EOCs pre-treated or not with SCD40L (1 pg/ml)
with and without an anti-CD40 blocking monoclonal antibody. B) Histogram represents the
mean data £ SEM (n=6, *P < 0.05 vs EOCs + sCD40L, **P < 0.05 vs control, *** P < 0.05
vs EOCs).

Figure 3: sCD40L does not affect PGI, and NO release and apoptosis of EOCs. A)
Supernatants from EOCs and sCD40L-treated EOCs were collected after 24 h of stimulation
and assessed for PGI, release by RIA of 6-keto-PGF, concentration, and B) NO release by
nitrate/nitrite fluorometric assay for nitrate concentration. C) Untreated and sCD40L-treated
(1 pg/ml) EOCs for 24 h were stained with Annexin V-FITC (apoptosis) and PI (necrosis)
and the percent cell fluorescence staining was measured by flow cytometry. Viability was
analyzed using the trypan blue exclusion assay. Histogram represents the mean data + SEM

(n>3).
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Figure 4: Effect of sCD40L on intracellular ROS in EOCs. Control or sCD40L-treated (1
ug/mL) EOCs in the presence of SOD (100 uM) or anti-CD40 (5 pg/mL) for 24 h were
collected and subjected to ROS measurement using hydroethidine. Histogram represents the

mean data = SEM (n=7; *P < 0.05 vs all).

Figure 5: Impact of ROS on platelet aggregation in sCD40L-stimulated EOCs. Platelets
(250 x 10°/mL) were co-incubated with EOCs for 5 min in a 4-channel optical aggregometer
at 37°C, and aggregation was recorded following stimulation with collagen (1 pg/mL). A)
Representative traces of platelet aggregation alone (control) or in the presence of the
supernatant of 4 x 10°mL EOCs pre-treated or not with sCD40L (1 pg/mL) with and
without SOD (100 uM). B) Histogram represents the mean data + SEM (n=6, *P < 0.05 vs
control, **P < 0.05 vs EOCs and EOCs + sCD40L + SOD).
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What is known on this topic?

What this paper adds?

EOC:s reduces platelet function

sCD40L reverses the anti-platelet properties
of EOCs

EOCs express CD40

This effect is CD40-dependent

sCD40L impairs the function of EOCs in

endothelial repair

This effect is related to increased ROS

production
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Mise en contexte pour le deuxiéme article :

Soluble CD40 Ligand stimulates the pro-angiogenic function of early outgrowth cells
by increasing matrix metalloproteinase 9 release via the p38 mitogen activated protein
kinase pathway

Dans notre étude précédente, nous avons démontré la présence de 1’axe
CDA40L/CD40/TRAF dans les «early» EPCs ou EOCs et décrit I’effet du sCD40L sur la
fonction inhibitrice des EOCs dans la fonction plaquettaire. Nous avons démontré que le
sCD40L renverse ’effet inhibiteur des EOCs sur 1’agrégation plaquettaire via un mécanisme
impliquant une augmentation du stress oxydatif. Ainsi, les EPCs possédent un potentiel anti-
thrombotique qui est réduit par le sCD40L. Cependant, les mécanismes de réparation
vasculaire impliquent une balance entre le potentiel pro-thrombotique des plaquettes et le
potentiel anti-thrombotique de 1’endothélium. Ainsi, 'utilisation des EPCs comme cible
thérapeutique a largement été décrite dans plusieurs études démontrant un potentiel
régénératif important a la fois in vitro et in vivo. Plus spécifiquement, les EOCs sont des
cellules impliquées dans la réparation vasculaire et la néoangiogenése par 1’entremise de la
sécrétion des facteurs paracrines qui agissent sur la prolifération des cellules endothéliales et
sur la différenciation des «late» EPCs en cellules endothéliales dans le processus de
régénération vasculaire. Ainsi, notre focus dans le cadre de ce travail était orienté a 1’étude
de la fonction des EOCs dans la réparation endothéliale. En se basant sur notre étude
antérieure démontrant la modulation de la fonction anti-thrombotique des EOCs par le
sCD40L, cette étude a été planifiée dans le but d’étudier les effets du sCD40L sur le

potentiel angiogénique des EOCs dans la réparation endothéliale.
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ABSTRACT

Endothelial progenitor cells (EPCs) have recently been regarded as potential therapeutic
targets in vascular repair. The effects of EPCs are related to their incorporation at sites of
vascular lesions and to their release of various angiogenic factors. It has been shown that
soluble CD40 ligand (sCD40L) levels are elevated in patients suffering from cardiovascular
disease, which may influence the function of EPCs. We have identified the expression of the
inflammatory receptor CD40 on early outgrowth EPCs (EOCs), derived from peripheral
blood mononuclear cells, and aimed to study the effect of its ligand, sCD40L, on the
function of EOCs in endothelial repair. Following stimulation with sCD40L, EOCs
significantly increased the angiogenic potential of cultured human umbilical vein endothelial
cells (HUVECsS), as determined by wound healing assay. Stimulation of EOCs with sCD40L
increased, in a concentration-dependent manner, the release of matrix metalloproteinase 9
(MMP-9) via the p38 mitogen activated protein kinase (MAPK) pathway. Inhibition of p38
MAPK, by SB203580, in sCD40L-treated EOCs, reversed their release of MMP-9 and their
pro-angiogenic effect on HUVECs. Inhibition of MMP-9 also reversed the pro-angiogenic
effect of sCD40L-treated EOCs in in vitro wound healing assay on HUVECs. We have
shown that sCD40L increases the pro-angiogenic function of EOCs on cultured HUVECs by
inducing a significant increase in MMP-9 release via the p38 MAPK signaling pathway.

Keywords: Endothelial progenitor cells, sCD40L, MMP, p38 MAPK, endothelial repair
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1. Introduction

Endothelial progenitor cells (EPCs) have shown considerable potential in cell therapy
and regenerative medicine [1]. Circulating levels of EPCs have been associated with
endothelial damage and the incidence of cardiovascular disease [2,3,4,5]. Following the
pioneer study by Asahara ef al., demonstrating the potential of adult CD34" hematopoietic
stem cells to differentiate to endothelial cells and induce neovascularisation [6], numerous
studies have investigated the role of EPCs in vascular repair [7,8]. Since this study, the
concept of de novo vessel formation, or neovascularisation by postnatal vasculogenesis, has
emerged thereby challenging the initial belief that angiogenesis is the sole vascular repair
system in adults [9].

Recent studies have shown the existence of two EPC subtypes, early outgrowth cells
(EOCs), also named early EPCs, and late EPCs, displaying differential roles in
cardiovascular diseases, such as atherosclerosis, and vascular processes, such as endothelial
repair [10]. It has been suggested that EOCs derive from an abundant monocytic cell line
[11,12,13], whereas late EPCs derive from a rare stem cell source [14,15]. Studies suggest
that EOCs may not themselves be incorporated at the sites of vascular lesions, as opposed to
late EPCs; however, they may influence vascular repair in a paracrine manner through the
release of various angiogenic factors [13,16,17,18].

The process of neovascularisation relies on the invasive properties of cells by the release
of proteolytic enzymes named matrix metalloproteinases (MMPs) which are required for the
degradation of the endothelial basement membrane allowing for cell migration [19]. These
proteases maintain the physiological balance between pro- and anti-angiogenic factors by
modifying and activating growth factors, such as transforming growth factor (TGF-f) and
vascular endothelial growth factor (VEGF) [19]. It has been shown that MMPs are also
involved in the recruitment and mobilization of progenitor cells from the bone marrow and
allow the incorporation of these cells during vascular repair. More specifically, MMP-9 is
responsible for the proteolytic cleavage necessary for soluble Kit-ligand (sKitL) release
from bone marrow, which is required for the recruitment of haematopoietic stem cells

[19,20,21].
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We have previously shown that the interaction between EPCs and platelets occurs via P-
selectin, a cell adhesion molecule expressed at the surface of activated platelets and
endothelial cells, thereby impairing the function of platelets by inhibiting their activation,
aggregation, adhesion and thrombus formation potential via an increase in COX-2
expression and prostacyclin (PGI,) release [22]. In more recent studies, we have identified
the constitutive expression of the CD40 receptor on EOCs, a 39-kd glycoprotein member of
the tumor necrosis factor receptor family expressed on B cells, platelets, macrophages,
dendritic cells and endothelial cells [23]. It is well established that activated platelets
constitute the main source of its ligand in the circulation, known as soluble CD40 ligand
(sCD40L), which is an 18-kd truncated form of CD40 ligand (CD40L). CD40L is a 48-kDa
trimeric transmembrane protein and member of the tumor necrosis superfamily that has been
identified on immune cells such as T cells and platelets [24,25,26]. Adaptor proteins, named
tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factors (TRAFs), are required to bind to the
cytoplasmic tail of the CD40 receptor in order to form a CD40L/CD40/TRAF complex and
induce various downstream intracellular signalling mechanisms [23,27].

The CD40L/CD40 axis plays an important role in inflammation mainly by increasing the
expression of cell adhesion molecules, pro-inflammatory cytokines, chemokines and matrix
metalloproteinases [28,29,30,31,32]. The clinical correlation between significantly elevated
levels of CD40L and cardiovascular risk factors has evoked an interest in the implication of
the CD40L/CD40 axis in the various cardiovascular diseases, such as atherosclerosis and
acute coronary syndrome [32,33,34,35,36]. The thrombo-inflammatory processes involved
in the induction of endothelial dysfunction play an important role in the development of
these diseases [24,31,32,37]; thereby raising an interest in further investigating the role of
EPCs in endothelial repair. Hristov ef al. have recently shown that elevated levels of plasma
sCD40L, which induce endothelial dysfunction, may be linked to an impaired function of
EPCs [38].

Various studies have investigated the role of the CD40L/CD40 dyad in endothelial cells;
however, the implication of this inflammatory pathway remains poorly characterized in
EPCs. In this study we show the effect of SCD40L on the angiogenic function of EOCs in

endothelial repair.
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2. Materials and methods

2.1 Isolation and culture of PBMC-derived EOCs

This study was carried out according to a protocol accepted by the Montreal Heart
Institute (Québec, CA) ethical committee. Informed consent was obtained from healthy
volunteers aged between 20 and 60 years and free from any drug intake, over the last 10
days prior to blood isolation. Culture of EOCs was carried out as previously described
[13,39,40]. Briefly, Ficoll-Paque (GE Healthcare) density gradient centrifugation was used
to isolate peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 100 mL of peripheral blood.
PBMCs were cultured in complete endothelial growth media EGM-2 (Lonza Inc.) at 37°C in
an atmosphere of 5% CO,. To generate EOCs, 1 x 10° PBMCs per cm” were seeded on 6-
well fibronectin-coated tissue culture plates (BD Biosciences). Following 4 days of culture,
medium was changed to remove non-adherent cells. Additional culturing up to 7 days was
allowed to obtain EOCs [39,40,41]. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were
cultured on 0.2% gelatin-coated plates in complete EGM-2 (Lonza Inc.) supplemented with
10% FBS.

2.2. Gelatin zymography

EOCs were scraped, washed and resuspended in EGM-2 at 4 x 10° cells per mL.
Untreated (control) and sCD40L (1 pg mL™, Alexis Biochemicals) — treated EOC 24-hour
supernatants were collected. Similarly, supernatants were collected from EOCs treated for
24 hours with the p38 inhibitor SB203580 (10 uM, Sigma-Aldrich). Thereafter, 20 uL
samples were mixed with SDS 1X sample buffer, without reducing agent, and loaded on
SDS-PAGE gels containing 2 mg mL™ gelatin. Gels were washed twice for 15 min with
2.5% Triton X-100 wash buffer and incubated overnight in enzyme assay buffer (38 mM
Trizma hydrochloride, 13 mM pH 7.5, CaCl, anhydride, 0.05% NaNj3) in a 37°C hot bath to
allow development of enzyme activity bands. Following overnight incubation, the gel was
washed twice with wash buffer for 5 min and stained with 0.2% Coomassie brilliant blue
(methanol: acetic acid: water [4:1:6]) for 1 hour on a shaker at room temperature. The gel
was destained in 40% methanol with 10% acetic acid until gelatinase activity appeared as

clear bands against a dark background. Finally, the gel was scanned (BioRad GS-800) and
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relative band density for pro-MMP-9 (92 kDa) was obtained (QuantityOne Analysis
Software) [17,42,43].

2.3. Wound scratch healing assay

EOCs were scraped, washed and resuspended in starved EGM-2 (without FBS,
VEGF and FGF) at 4 x 10° cells per mL. Untreated (control), sCD40L (1 pg mL", Alexis
Biochemicals) - , and MMP-9 inhibitor (10 uM, EMD Millipore) — treated EOCs were
incubated for 24 hours at 37°C in an atmosphere of 5% CO,, then supernatants were
collected. HUVECs were cultured on 0.2% gelatin-coated plates until confluence. On the
day of the assay, straight line scratches were performed using 100 pL pipette tips. Wells
were washed carefully using PBS 1X to remove loosely attached cells and 150 puL of starved
EGM-2 was added to each well. 150 pL of control and treated EOCs supernatants were
added to each well. HUVEC wound healing was observed over an 8-hour period and images
were taken at 2X magnification using an inverted microscope. Quantification of scratches
was performed using the T-scratch program (CSE lab ETH, Swiss Federal Institute of
Techonology Zurich) by calculating percent wound healing using the wound area at 0 and 8

hours.

2.4. Statistical analysis
All results were expressed as mean + SEM. Paired student’s t-test were used for statistical

analysis. p<0.05 was considered significant.

3. Results
3.1 sCD40L induces concentration-dependent MMP-9 release by EOCs

EOCs generated from cultured PBMCs form a heterogeneous population of round and
elongated cells. We have shown that EOCs do not form tube-like structures whereas
HUVECs form well-defined tube networks (Data not shown). These results confirm
previous studies suggesting that EOCs may be implicated in the vascular processes through
the release of paracrine factors [10,17]. In order to characterize the functionality of EOCs,
supernatants from EOC cultures were collected and subjected to gelatin zymography studies.

Interestingly, we have found that EOCs significantly release MMP-9 whereas control
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HUVECs release MMP-2 (Fig. 1A). We sought to investigate the effect of sCD40L on the
release of MMP-9 by EOCs. Indeed, we have found that sSCD40L induces a significant
increase in MMP-9 release by EOCs in a concentration-dependent manner (Fig. 1B)
suggesting a possible increased reactivity of EOCs in vascular repair in patients with

elevated levels of circulating sCD40L.

3.2 sCD40L induces phosphorylation of p38 MAPK in EOCs

Having previously shown the implication of the p38 MAPK in platelet function upon
sCD40L stimulation [26], we sought to investigate whether this pathway is also involved in
EOC function. Interestingly, we have found that sCD40L significantly induces the
phosphorylation of p38 MAPK without having an effect on the total p38 MAPK protein
levels (Fig. 2). Inhibition of p38 MAPK, using the specific inhibitor SB203580, reversed the
increase in p38 MAPK phosphorylation (Fig. 2). These results suggest that sCD40L induces
downstream signalling through the p38 MAPK pathway.

3.3 Inhibition of p38 MAPK reverses sCD40L-induced increase in MMP-9 release by EOCs
Considering sCD40L induces the release of MMP-9 and influences phosphorylation of
p38 MAPK in EOCs; we were interested in investigating whether there exists a correlation
between these observed results. Indeed, using the specific inhibitor SB203580, we show that
inhibition of p38 MAPK phosphorylation significantly reverses the sCD40L-induced
increase in MMP-9 release by EOCs (Fig. 3). Hence, we have shown that the increase in
MMP-9 release by EOCs, which is induced by sCD40L, occurs via the p38 MAPK

intracellular signalling pathway.

3.4 EOCs in presence of sCD40L induce endothelial wound healing via an increase in
MMP-9 release

In order to further investigate the functional effect of EOCs in the presence of sCD40L, a

wound scratch assay on HUVECs was performed and the effect of sCD40L-treated EOC

supernatants on wound healing was measured. Interestingly, we have shown that sCD40L-

treated EOC supernatants significantly favor endothelial wound healing via an increase in
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MMP-9 release by EOCs, whereas the inhibition of MMP-9 reverses the sCD40L-induced
wound repair (Fig. 4).

4. Discussion

Endothelial damage is a leading phenomenon in numerous cardiovascular conditions
often resulting in endothelial dysfunction. Various studies have focussed developing
approaches to regenerate the endothelium and induce novel vessel formation. A pioneer
study by Asahara ef al. was the first to have shed light on the concept of neovascularisation
in the adult human. A rare population of CD34"VEGFR2" cells, referred to as EPCs,
circulating among the adult human peripheral blood was shown to have the capacity to
differentiate into functionally mature endothelial cells in vitro and contribute to
neoangiogenesis in vivo [6]. Numerous studies have further investigated the potential of
EPCs to promote new vessel formation. Studies focusing on the role of EOCs have
suggested an indirect implication of these cells in endothelial repair and neovascularisation
by the release of paracrine factors [16,44].

We have previously shown that EPCs bind platelets and inhibit their adhesion, activation
and aggregation as well as thrombus formation via P-selectin [22]. In turn, platelets have
been shown to promote the recruitment and homing of EPCs to sites of vascular injury via
the release of various mediators [45,46,47,48,49]. Among the mediators released by
activated platelets, we find sCD40L, a thrombo-inflammatory mediator which has been
identified as a biomarker for cardiovascular risk and disease [24,31,35,50,51]. It has been
shown that increased sCD40L impairs the function of EOCs by inducing an increase in
superoxide anion production leading to reduced viability and proliferation of EOCs. [38]. In
the present study, we have shed light on the effect of sCD40L on the functional role of
EOC:s in endothelial repair.

The process of neovascularization requires the degradation of the extracellular matrix by
matrix degradation enzymes, namely MMPs [19], which have been also shown to promote
vascular repair [52]. We have found that EOCs release MMP-9 and sCD40L further
promotes the release of MMP-9 by EOCs. We have previously shown that sCD40L induces
platelets adhesion, activation and aggregation as well as thrombus formation via a p38

MAPK activator signal [26]. In our present study, we show that sCD40L also induces an
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activator signal involving the p38 MAPK in EOCs. Interestingly, we have found that the
inhibition of p38 MAPK reverses the sCD40L-induced MMP-9 release by EOCs; thus,
providing evidence that MMP-9 release by EOC in response to sCD40L involves the p38
MAPK pathway.

Based on various studies showing that EOCs are implicated in angiogenesis and
endothelial repair by the release of paracrine factors [16,44]. we have shown that sCD40L-
treated EOCs promote endothelial wound repair via an increase in MMP-9 release. Hence,
we have correlated the functional role of EOCs in endothelial repair to their release of
MMP-9 and identified the intracellular signalling mechanism involved in the sCD40L/CD40
response of EOCs. Thus, increased levels of sCD40L, released mainly by activated platelets,
may induce the pro-angiogenic function of EOCs on mature endothelial cells and contribute
to endothelial repair.

In this study, we have investigated the effect of sSCD40L on the paracrine role of EOCs in
endothelial repair. Further studies are required to explore the effect of SCD40L on the in
vivo functional role of these EPCs. As patients with cardiovascular disease display elevated
levels of sCD40L in circulation, this study offers new insights on the athero-protective and

therapeutic role of EOCs in the presence of sCD40L.
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Figure legends

Figure 1: Effect of sCD40L on MMP-9 release from EOCs. (A) Differential MMP
expression in EOCs and HUVECs. Gelatin zymography gel representative of MMP released
from HUVECs and EOCs, showing EOCs significantly release MMP-9 whereas HUVECs
release MMP-2. Histogram represents the mean optical density of at least 4 independent
experiments (n > 4, **P<0.01 vs. HUVECs). (B) Gelatin zymography gel showing control
and sCD40L (0.1, 0.5 and 1.0 pg mL™") concentration-dependent MMP-9 release by EOCs
following 24 hours of stimulation. Histogram represents the mean density ratio of at least 3

independent experiments (n > 3, *P<0.05 vs. control).

Figure 2: sCD40L induces p38 MAPK phosphorylation in EOCs. Representative SDS-
PAGE blot of EOCs pre-treated or not with sCD40L (1 pg mL™), p38 inhibitor SB203580
(10 uM), and double sCD40L and SB203580. Fold increase in phospho-p38 MAPK band
density was calculated compared to control EOCs using optical density analysis. Histogram

represents mean fold increase in optical density of at least 3 independent experiments (n > 3,

*P<0.05 vs. EOCs and EOCs + sCD40L)

Figure 3: sCD40L-induced MMP-9 release is reversed by p38 MAPK inhibition in
EOC:s. Representative gelatin zymography gel of EOCs pre-treated or not with sCD40L (1
ng mL™), p38 inhibitor SB203580 (10 uM), and double sCD40L and SB203580. Fold
increase in pro-MMP-9 (92 kDa) band density was calculated compared to control EOCs
using optical density analysis. Histogram represents mean fold increase in optical density of
at least 3 independent experiments (n > 3, *P<0.05 vs. EOCs and EOCs + SB203580 +
sCD40L)

Figure 4: sCD40L-treated EOCs induce endothelial wound healing via MMP-9 release.
(A) Images representative of wound healing assay at 0 and 8 hours following HUVEC
wound scratch in the presence of supernatants from EOCs pre-treated or not with sCD40L (1
pg mL™") , MMP-9 inhibitor (10 uM), and double sCD40L and MMP-9 inhibitor. Images
were taken using an inverted microscope at 2X magnification. (B) Histogram represents
percent wound healing of HUVECs in presence of supernatants from EOCs pre-treated or

not with sCD40L (1 pg mL™"), MMP-9 inhibitor (10 pM), and double sCD40L and MMP-9
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inhibitor. Wound area was calculated at 0 and 8 hours and percent wound healing was
calculated for each treatment condition. Histogram represents mean data of percent wound

healing of at least 3 independent experiments (n > 3, *P<0.05 vs EOCs and EOCs + MMP-9
inhibitor + sCD40L).
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Chapitre 7
Résultats supplémentaires
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Figure 7.1: Caractérisation comparative des «early» et «late» EPCs. A) Images représentatives des
PBMCs, «early» EPCs, «late» EPCs et HUVECs par microscopie optique (20X). Les PBMCs ont été
ensemencées sur la fibronectine a une densité de 10 x 10° cellules/cm® pour générer des «early»
EPCs et sur le collagéne & une densité de 60 x 10° cellules/cm” pour générer des «late» EPCs. Les
«earlyy» EPCs sont caractérisées comme ¢tant une population hétérogéne de cellules rondes et
allongées sur une surface de fibronectine suite a 7 jours de culture alors que les «late» EPCs
démontrent une monocouche homogene de cellules «cobblestone-like» sur une surface de collagene
suite a 21 jours de culture, ressemblant au HUVECs. B) Images représentatives de double marquage
de Dil-AcLDL (rouge) et Ulex-lectin (vert) ainsi que le marquage nucléaire TO-PRO-3 (bleu) des
«early» et «late» EPCs par microscopie confocale (63X) (n>3). C) Le profil d’expression des
marqueurs de surface cellulaire par cytométrie en flux dans les «early» and «late» EPCs utilisant des
anticorps monoclonaux conjugués au PE (phycoérythrine) dirigés contre : CD14, CD45, VEGFR2,
CD34, CD144, CD31, CD40 et CD40L. L’histogramme est représentatif de la moyenne £+ SEM
(n>4). D) Images par microscopie optique (10X) représentatives du potentiel de formation de tubes
sur Matrigel des «early» et «late» EPCs en comparaison aux HUVECs (n>3).
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Figure 7.2: Expression de CD40 et des TRAFs dans les EPCs dérivées des PBMCs. Gels
représentatifs des lysats cellulaires analysés pour TRAF1, 2, 3, 5 et TRAF6 et révélés par SDS-
PAGE (Western Blot) (n>3).
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Tableau 7.1 : Caractéristiques des «early» et «late» EPCs

Early EPCs

Late EPCs

Culture

4-7 jours
EGM2
Fibronectine
10 x 10° cellules/puits

21+ jours
EGM2+10%FBS
Collagéne
60 x 10° cellules/puits

Expression de marqueurs

CD14+, CD45+, tie2+. VEGFR2+,

CD31+, CD34-. CD144-, CD40+

CD14-, CD45-, CD31+, CD34+,
CD144+, CD40+

Potentiel prolifératif

Non

Oui

Potentiel angiogénique

Ne forment pas de tubes
sur Matrigel

Forment des tubes
sur Matrigel

Expression des TRAFs

TRAF1,2.3

TRAF1,2.3.5
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Figure 7.3: Effet du sCD40L sur les TRAFs dans les «early» EPCs. (A) Effet du sCD40L sur
I’expression de TRAF1, 2 et 3 dans les EOCs stimulées 24 heures avec le sCD40L (1 pg/mL).
L’expression des TRAFs a été révélée par SDS-PAGE (Western Blot). L histogramme représente la
moyenne d’augmentation de la densité optique de 1’expression des TRAFs dans les EOCs stimulées
avec le sCD40L. Moyenne + SEM, n=3, *P < 0.05 vs control. (B) Effet du sCD40L sur I’association
des TRAFI, 2 et 3 au CD40. Les EOCs ont été stimulées avec le sCD40L (1 pg/mL) pour 15 et 30
minutes ou non-traitées (baseline). Le CD40 des EOCs a ét¢ immunoprécipité en utilisant un
anticorps monoclonal anti-CD40. Les échantillons immunoprécipités ont été analysés pour TRAF1, 2
et 3 par SDS-PAGE (Western Blot). L histogramme représente la moyenne d’augmentation de la
densité optique de I’association des TRAFs au CD40 dans les EOCs stimulées avec le sCD40L,
démontrant une augmentation temps-dépendante de 1’association de TRAF2 au CD40. Moyenne +
SEM, n >4, **P < (.01 vs baseline.
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Discussion
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L’importance des EPCs en médecine régénérative a émergé suite a 1’étude pionnicre
publiée par Asahara et al. en 1997 qui a démontré qu’une population de cellules souches
hématopoiétiques CD34" circule parmi les cellules du sang périphérique humain et posséde
un potentiel de différenciation en cellules endothéliales matures qui peuvent contribuer a la
néovascularisation.”® La fonction des EPCs dans le maintien de I’intégrité vasculaire, la
réparation et la régénération vasculaire ainsi que dans I’ingénierie tissulaire a largement été
décrite au cours des derni¢res années. Leur potentiel thérapeutique important suggere que
ces cellules seraient une cible thérapeutique importante dans les maladies cardiovasculaires,
telle que 1’athérosclérose, et les maladies coronariennes aigués.

En état physiologique normal, les EPCs circulent dans le sang périphérique et
n’interagissent pas avec 1’endothélium vasculaire. Cependant, lorsque 1’état physiologique
est en déséquilibre et tend vers un profil pathologique associé a une dysfonction
endothéliale, les EPCs sont alors appelées a participer au processus de réparation et de
régénération vasculaire. Elles sont influencées également par le statut des autres cellules
sanguines, telles que les plaquettes, avec lesquelles elles viennent en contact. Lors d’une
Iésion vasculaire, les plaquettes sont les premicres cellules recrutées au site vasculaire en
question. L’adhésion et [1’activation des plaquettes entrainent des changements
physiologiques caractérisés par la relache d’une panoplie des facteurs, comme 1I’ADP, la
TXA,, des MMPs et des facteurs de croissance, qui contribuent a I’activation et au
recrutement des autres cellules en proximité, telles que les cellules endothéliales, les EPCs,
les leucocytes et d’autres plaquettes. Les EPCs qui sont alors recrutées jouent le role de
cellules réparatrices qui, dépendamment de leur nature, peuvent contribuer a la réparation
vasculaire soit par I’entremise de la relache de facteurs angiogéniques ou I’incorporation
directe aux sites de lésions vasculaires. Cependant, des limitations dans 1’utilisation des
EPCs ont été notées, particulierement a cause de leur faible nombre en circulation.

Plusieurs études ont développé des moyens afin d’augmenter la mobilisation des
EPCs et leur recrutement aux sites d’endommagement et de Iésions vasculaires. Entre autres,
la mobilisation et le recrutement des EPCs a partir de la moelle osseuse fut une approche

importante impliquant I’utilisation de cytokines, telles que le SDF-1a et le GM-CSF.% ¢7- %>
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135, 264, 328, 569, 570 : . .
> 264,328,369, 570 y>autre part, I’expansion des EPCs en culture ex vivo et leur transplantation

aux sites de lésions vasculaires fut une autre approche thérapeutique envisagée dans
plusieurs études expérimentales. Ainsi, trois sources principales ont été décrites pour générer
des EPCs: la moelle osseuse, le cordon ombilical et le sang périphérique. Cependant, aucun
consensus ne fut atteint sur les conditions optimales concernant la source, la nature, la
caractérisation, et la fonction des EPCs. Au contraire, une controverse a émergé indiquant
que les cellules initialement considérées comme étant des EPCs ne sont pas de «vraies»
EPCs.”* ™ 7! En effet, des études approfondies plus récentes ont démontré la présence de
deux sous-type d’EPCs : «early» et «latey, chacun ayant une morphologie, un phénotype et

69, 75, 80, 82, 85, 86, 259 . o x 1iees .
I RIS ST 2 Dans ce projet, nous avons réussi a différencier et

une fonction différente.
caractériser les deux sous-types d’EPCs, «early» et «latey, selon des méthodes qui ont été
standardisées au cours des derniéres années.*” * °"* Ceci implique une méthodologie et des
conditions de culture spécifiques pour générer chaque sous-population d’EPCs (Tableau
7.1). Alors que les «early» EPCs sont cultivées, a faible concentration, pour quelques jours
sur la fibronectine, les «/ate» EPCs sont cultivées sur le collagéne pour plus de 21 jours, a de
plus grandes concentrations permettant des contacts intercellulaires plus étroits; tous les
deux dans un milieu favorisant la différenciation endothéliale.

Comme il a ¢&té rapporté précédemment, les «earlyy EPCs ressemblent
morphologiquement et phénotypiquement aux monocytes (Figure 7.1A). Suite a leur
différenciation a partir des PBMCs, les «early» EPCs forment une population hétérogéne de
cellules allongées, mais également de cellules encore rondes. D’ailleurs, ces cellules
continuent a exprimer le marqueur monocytaire CDI14 et leucocytaire CD45, mais
acquierent I’expression de marqueurs endothéliaux, tels que le VEGFR-2 et le CD31 (Figure
7.1C). Du point de vue fonctionnel, en conformité avec des études antérieures, nous avons
rapporté que les «early» EPCs ne sont pas prolifératives et ne peuvent pas former de
nouveaux tubes sur Matrigel (Figure 7.1D). Cependant, leur role dans 1’angiogenése a été
attribué a la relache d’une multitude de facteurs angiogéniques paracrines qui contribuent a
la réparation endothéliale et & la néoangiogenése (Tableau 7.1).% 822737173

Quant aux «/ate» EPCs, celles-ci ressemblent aux cellules endothéliales matures par
leur morphologie et leur phénotype (Figure 7.1). En effet, elles forment une population

homogene de cellules «cobblestone-like» qui sont caractérisées par 1’absence de marqueurs
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leucocytaires et par leur expression de marqueurs progéniteurs, CD34, et endothéliaux,
CD144 et CD31. Les deux sous-types d’EPCs lient 1’Ulex-lectine et assimilent 1’Ac-LDL,
une caractéristique importante dans la définition des EPCs en général (Figure 7.1B).

Etant donné que I’objectif de nos études était d’étudier 1’existence et le role potentiel
de I’axe CD40L/CD40 dans la fonction des EPCs, nous avons voulu identifier I’expression
du récepteur CD40 et de son ligand, le CD40L, ainsi que les protéines adaptatrices,
nommées les TRAFs, qui sont nécessaires a la signalisation intracellulaire du CD40, puisque
ce dernier ne posséde pas d’activité signalétique intrinséque.**®

Avant d’entreprendre nos études sur les effets du CD40L sur les fonctions des EPCs,
nous avons tout d’abord démontré que les «early» et «late» EPCs expriment son récepteur le
CD40, mais pas le CD40L (Figure 7.1C), au contraire des plaquettes qui expriment le CD40
et son ligand le CD40L et qui constituent la source principale du sCD40L dans la
circulation. De plus, ces deux sous-types d’EPCs expriment de maniere différentielle les
membres de la famille des TRAFs qui sont essentiels a la fonction du CD40 (Figure 7.2). Au
niveau de I’expression des TRAFs, les «early» EPCs ressemblent aux PBMCs par
I’expression des TRAF1, 2 et 3 alors que les «late» EPCs ressemblent plutot aux HUVECs
par I’expression des TRAFI, 2, 3 et 5. Il est intéressant de noter que seuls les PBMCs
expriment le TRAF6 et que ce dernier est perdu au cours de leur différenciation en «early»
et «late» EPCs. Ainsi, nous pouvons postuler que 1’absence de TRAF6 pourrait é&tre
considérée comme marqueur de différenciation cellulaire, mais ceci reste a étre confirmé.
Etant donné que le profil d’expression des TRAFs est différentiel dans les PBMCs, «early»
EPCs, «late» EPCs et HUVECs, et que cette expression est altérée au cours de la
différenciation des EPCs, ces résultats suggeérent que les TRAFs pourront étre impliqués
dans la différenciation et la fonction de ces cellules. De plus, des études ont rapporté le role
des TRAFs dans d’autres types cellulaires. Entre autres, le TRAF2 active la voie non-
canonique de NF-kB dans les cellules B et stimule la différenciation de ces cellules.””* *"
Par ailleurs, le r6le de TRAF6 a été reconnu dans la maturation et la génération de cellules
plasmatiques.”’® De plus, les TRAFs pourraient étre impliqués dans différentes fonctions
cellulaires, telles que la prolifération, la sécrétion cellulaire et 1'apoptose. Une étude portant
sur les cellules humaines embryonnaires de rein (HEK293) suggere que ’activation des

récepteurs de la famille du TNFR par le TNF-a induit le recrutement des TRAFs et
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I’activation de voies signalétiques intracellulaires qui résultent en 1’augmentation de la
production des ROS dans les mitochondries de ces cellules.””’

L’axe CD40L/CD40, initialement étudié dans le domaine de I’'immunité, est
maintenant considéré comme ¢tant un modulateur important dans 1’inflammation et,
particulierement, dans les réactions thrombo-inflammatoires manifestées dans les maladies
cardiovasculaires. Il a été postulé que le CD40L est impliqué dans la déstabilisation de la

. e 283, 447, 452, 463, 547, 578-580
plaque athérosclérotique “°> ™" 7 % T

par I’augmentation de 1’expression des
molécules d’adhésion cellulaires, des cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des
MMPs, des facteurs de coagulation, des facteurs de croissance et des ROS. Dans ce
contexte, il a été rapporté que les individus souffrant de maladies cardiovasculaires exhibent
des niveaux plus élevés de la forme soluble du CD40L (sCD40L) par rapport aux individus
sains.**® Or, une corrélation entre les niveaux plasmatiques du sCD40L et I’incidence des
maladies cardiovasculaires a été établie, particulierement dans [’athérosclérose et les
maladies coronariennes aigués. Cet axe a aussi ¢té ¢tudié pour son implication
physiologique et pathologique dans les cellules immunitaires, les plaquettes, les leucocytes,
et les cellules endothéliales. Avec I’émergence des EPCs comme cellules centrales en
médecine régénérative, ou elles sont appelées a interagir avec les cellules sanguines et
vasculaires, 1’étude de I’axe CD40L/CD40 dans ce contexte sera essentielle afin de
comprendre les relations qui existent entre les niveaux élevés du sCD40L, qui dérivent
majoritairement des plaquettes, et les fonctions des EPCs. Par ailleurs, les plaquettes
peuvent moduler le recrutement et la fonction des EPCs aux sites de 1ésions vasculaires et
I’équipe du Dr Merhi a démontré que les EPCs interagissent aussi avec les plaquettes et

modulent leurs fonctions.''’

Plus récemment, la méme équipe a démontré que 1’axe
CD40L/CDA40 est impliqué dans la fonction plaquettaire.’® Ainsi, nous avons postulé que
les interactions entre les plaquettes et les EPCs pourraient étre modulées par 1’axe
CD40L/CDA40.

Dans un premier temps, ayant été¢ démontré que les EPCs inhibent 1’activation et
I’agrégation plaquettaire et la formation de thrombus via un mécanisme impliquant des
interactions adhésives avec la P-sélectine plaquettaire et I’augmentation de 1’expression de

COX-2 et la production de PGI,,'"" nous avons étudi¢ le role des «early» EPCs dans

I’agrégation plaquettaire et 1’implication de 1’axe CD40L/CD40 dans ce processus.
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Dr’ailleurs, les interactions des EPCs avec les plaquettes offrent des signaux cellulaires qui
induisent le recrutement et la migration des EPCs ainsi que leur différenciation en cellules
endothéliales matures.''' "% 3% %2 Le role des plaquettes dans 1’athérothrombose a été mis
en évidence, 362 et, plus récemment, le laboratoire de Dr Merhi a étudié 1’effet du sCD40L
sur la fonction plaquettaire et a trouvé que le sCD40L potentialise [’activation et
I’agrégation des plaquettes ainsi que la formation de thrombus via un mécanisme impliquant
’axe CD40/TRAF2/p38 MAPK.”” Toutefois, aucune étude n’a élucidé, jusqu’a présent,
I’effet du sCD40L sur le role des EPCs dans la fonction plaquettaire. Des études cliniques
ont démontré le potentiel des EPCs, capturées sur des stents endovasculaires, a prévenir la
thrombose.™ **'* Sachant que les individus souffrant de maladies cardiovasculaires
présentent des niveaux élevés de sCD40L en circulation et que la fonction des EPCs chez
ces individus est réduite, nous avons envisagé d’étudier 1’effet du sCD40L sur la fonction
protectrice des EPCs. Ainsi, nos résultats démontrent que le sCD40L renverse 1’effet
inhibiteur des «early» EPCs dans 1’agrégation plaquettaire. Nous avons confirmé dans cette
¢tude que I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire par les «early» EPCs est principalement
due a une relache de PGL,.""” En effet, lorsque la relache de PGI, est inhibé par le NS-398,
un inhibiteur de COX-2, I’effet inhibiteur des «early» EPCs dans I’agrégation plaquettaire
est renverse, alors que 1’inhibition du NO, par le PTIO, un chélateur du NO, n’a aucun effet
sur la fonction des «early» EPCs. A notre grande surprise, le SCD40L n’avait pas d’effet sur
la relache de PGI; ni de NO, ce qui suggere que d’autres facteurs sont altérés par le sSCD40L
pour renverser le profil anti-agrégant des «early» EPCs. Ainsi, nous avons postulé que
I’effet du sCD40L pourrait étre expliqué par une perte d’intégrité cellulaire des «early»
EPCs. Toutefois, aucun effet n’a été noté sur ’apoptose ni sur la viabilité de ces cellules
suite a leur stimulation par le sCD40L. Il a été établi que les ROS générés par les leucocytes
et les cellules endothéliales influencent ’activité plaquettaire.”® D’ailleurs, il a été rapporté
que des niveaux accrus de stress oxydatif sont responsables de I’agrégation plaquettaire en
réponse au sCD40L.>*” Dans cette étude, nous avons démontré que le sCD40L induit une
augmentation significative de la production des ROS par les «early» EPCs; ce qui pourrait
expliquer I’effet du sCD40L dans le renversement de 1’agrégation plaquettaire, puisque le
SOD renverse I’effet du sCD40L sur la propriété anti-plaquettaire des «early» EPCs. 11 fut

rapporté auparavant que le sCD40L réduit la biodisponibilité du NO au niveau des cellules
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endothéliales, ce qui pourrait augmenter les ROS et favoriser la thrombose. >**°* Seule une
¢tude récente sur les EPCs a suggéré que le sCD40L induit la production des ROS et
pourrait contribuer a réduire la viabilité¢ et la prolifération cellulaire et conséquemment,

% De plus, nous postulons que les ROS

pourrait favoriser la progression néointimale.
dérivés des «early» EPCs, tel que le Oy, peuvent réagir avec le NO, un agent anti-agrégant,
et former des especes réactives de ’azote («Reactive Nitrogen Speciesy, RNS), dont le
peroxynitrite (ONOQ"), contribuant ainsi a entraver davantage la fonction protective des
«early» EPCs.”® Or, il est possible que les ROS jouent un réle dans la balance des facteurs
pro- et anti-agrégants, favorisant un profil pro-thrombotique. De plus, il nous serait pertinent
d’étudier I’effet du sSCD40L sur la fonction anti-plaquettaire des «early» EPCs in vivo dans
un modéle de souris sauvages et déficientes en CD40 (CD40™) suite a initiation d’une
thrombose.

Etant donné que les EPCs sont surtout étudiées pour leur potentiel angiogénique,
nous nous sommes intéressés, dans une deuxiéme étude, a déterminer 1’effet du sCD40L
dans la fonction angiogénique des «early» EPCs. Le processus de néovascularisation est
largement dépendant de la propriété invasive des cellules, qui leur permet de migrer a
travers une matrice et de se localiser au tissu l1ésé. Ceci est principalement engendré par la
relache d’enzymes protéolytiques, entre autres les MMPs, qui sont requises pour dégrader la
membrane basale permettant ainsi la migration des cellules.”® De plus, ces protéases
maintiennent I’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques par la modification et
I’activation des facteurs de croissance.” Le role de la MMP-9 a particuliérement été ¢lucidé
dans plusieurs études pour son rdle dans le recrutement et dans la mobilisation de cellules
progénitrices de la moelle osseuse par un mécanisme impliquant le clivage de sKitL.*" >
>%7 En sachant que les «early» EPCs sont impliquées dans I’angiogenése par I’entremise de

80, 85, 257, 571-573 . o
2 50 22h nous avons identifié les

la relache des facteurs angiogéniques paracrines,
MMPs qui sont relachées par ces cellules et qui pourraient étre responsables de la
dégradation de la matrice et la formation de nouveaux vaisseaux par les cellules
endothéliales. Nous avons démontré que les «early» EPCs sécrétent la MMP-9 alors que les
HUVEC:s secretent la MMP-2. De plus, le sCD40L augmente significativement la relache de
MMP-9 par les «early» EPCs. Ayant été¢ démontré que le sCD40L stimule la voie

signalétique de CD40/TRAF2/Racl/p38 MAPK dans les plaquettes,”® notre intérét portait
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sur les mécanismes signalétiques impliqués dans la fonction angiogénique des «early» EPCs
en présence du sCD40L. En effet, nous avons démontré que le sCD40L induit la
phosphorylation de la p38 MAPK dans les «early» EPCs et que I’inhibition de cette voie
signalétique, par le SB203580, un inhibiteur de la p38 MAPK, inhibe la sécrétion accrue
sCD40L-dépendante de la MMP-9. Du point de vue fonctionnel, le surnageant des «early»
EPCs prétraitées avec le sCD40L induisent la réparation endothéliale. L’inhibition de la
MMP-9 renverse ’effet pro-angiogénique des «early» EPCs stimulées avec le sCD40L, ce
qui confirme que I’effet pro-angiogénique est principalement dii a une relache accrue de
MMP-9. Or, dans cette étude nous avons conclu que I’effet pro-angiogénique des «early»
EPCs dans la réparation endothéliale est principalement di a une augmentation de la
sécrétion de MMP-9 via un mécanisme intracellulaire impliquant la voie signalétique de la
p38 MAPK. Bref, les «early» EPCs semblent posséder une capacité angiogénique
importante permettant de favoriser la réparation endothéliale. Pour poursuivre cette étude, il
nous serait pertinent d’étudier I’effet du sCD40L sur la fonction pro-angiogénique et
réparative des «early» EPCs in vivo dans un modéle de souris sauvages et CD40™" suite a
une ischémie périphérique.

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la réponse des «early»
EPCs au sCD40L, nous avons ¢tudié son effet sur I’expression et 1’association des TRAFs
au récepteur CD40. En effet, nous avons démontré que le sCD40L augmente, de facon
significative, ’expression de TRAF1 sans avoir un effet sur I’expression de TRAF2 et 3. De
plus, a I’état basal, tous les TRAFs sont associés au récepteur CD40. Par contre, seule
I’association du TRAF2 est augmentée dans les «early» EPCs suite a leur stimulation avec
le sCD40L (Figure 7.3A). Ces résultats supportent des études qui suggerent que le TRAF1
est un TRAF régulateur, positif ou négatif dépendamment du type cellulaire, de la fonction
des autres TRAFs, particulicrement du TRAF2 avec lequel il se lie de fagon
hétérotrimérique.”** ** Etant donné que le CD40 est également un récepteur membre de la
famille des TNFRs, on propose que I’expression et le recrutement accrus des TRAFs
observés dans les «early» EPCs suite a leur activation avec le SCD40L serait responsable de
I’augmentation des ROS, qui renverse ’effet anti-plaquettaire des «early» EPCs. Or, nous
suggérons que les «early» EPCs inhibent 1’agrégation plaquettaire et que le sCD40L

renverse cet effet inhibiteur des «early» EPCs en induisant la production de ROS et ce,
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possiblement, par un mécanisme impliquant I’association du TRAF2 au CD40. Cependant,
cette spéculation reste a étre validée dans des études futures.

Ayant démontré que 1’association de TRAF2 au CDA40 est significativement
augmentée suite a une stimulation avec le sSCD40L dans les «early» EPCs (Figure 7.3B),
notre laboratoire a entamé des études visant a bloquer le TRAF2, ainsi que les autres TRAFs
présents dans les EPCs, a I’aide de petits ARNs interférants («small interfering RNA»
siRNA), afin d’étudier I’effet de ces protéines adaptatrices sur la survie, la différenciation et
la fonction des «early» EPCs dans D’agrégation plaquettaire et 1’angiogencse. Nous
suggérons que 1’expression et 1’association altérées des TRAFs contribuent a la fonction
cellulaire des EPCs. De plus, I’expression différentielle des TRAFs entre les «early» et les
«latey EPCs pourrait expliquer la morphologie, le phénotype et la fonction différentielle de
ces deux types d’EPCs.

Il a été suggéré que les «late» EPCs sont plus efficaces que les «early» EPCs dans
la réparation vasculaire par leur capacité de survie, de prolifération, d’incorporation au site
de Iésions vasculaires et de formation de nouveaux vaisseaux, tel que confirmé dans la
présente ¢tude (Figure 7.1D). Par contre, les «early» EPCs ne proliférent pas, mais elles
jouent un role plutdt complémentaire a la régénération vasculaire par ’entremise de la
relache des facteurs autocrines et paracrines, tels que des facteurs de croissance, des
chimiokines, des cytokines et des MMPs.* #7258 Toytefois, des études ont suggéré que la
synergie entre les deux sous-types d’EPCs offre un potentiel thérapeutique accru.*® En se
basant sur ces études, il serait intéressant d’explorer si cette synergie est maintenue en
présence de niveaux élevés de sCD40L, tel qu’observé chez les patients souffrant de
maladies cardiovasculaires. Dans nos études, nous avons démontré que le sCD40L renverse,
d’une part, I’effet anti-plaquettaire des «early» EPCs mais, d’autre part, induit la relache de
MMP-9 par ces cellules et promeut la réparation endothéliale des HUVECs. Ces résultats
nous amenent a questionner si les effets paracrines des «early» EPCs améliorent aussi la
fonction réparative des «late» EPCs, et si les «late» EPCs, a leur tour, améliorent la fonction
protective des «early» EPCs par la relache d’une multitude de facteurs anti-thrombotiques.
Ces études seraient pertinentes particulicrement dans le contexte de 1’athérosclérose et

maladies coronariennes aigués.
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Les EPCs ont fait le sujet de plusieurs études qui visent des approches thérapeutiques
dans les maladies cardiovasculaires, particulierement 1’athérosclérose et 1’infarctus du
myocarde. Parmi les approches thérapeutiques envisagées, on compte : 1) I’expansion ex
vivo des EPCs et leur transplantation; 2) la mobilisation et le recrutement des EPCs; et, plus
récemment, 3) la thérapie génétique. Les EPCs ont spécifiquement été considérées dans
I’utilisation des stents suite a I’angioplastie coronarienne afin de limiter la thrombogénicité
et favoriser le révascularisation,>¢’- 20% 294 296, 298, 300, 302, 304, 347, 581, 583, 384, 589 1 » oy pansion des
EPCs et la bio-ingénierie des stents ont démontré des résultats bénéfiques post-opératoires.
Par contre, des limitations ont été relevées quant a la biodisponibilité et la durée de survie et
de protection offerte par ces cellules. D’autre part, I'utilisation de plusieurs facteurs,
particulicrement des cytokines et chimiokines, a été considérée comme approche
thérapeutique dans le recrutement des EPCs aux sites de Iésions vasculaires afin
d’augmenter le nombre d’EPCs disponibles.'® 2% 32% 346 Ces études ont démontré des
résultats positifs puisque le nombre accru de cellules permet davantage la revascularisation
et ce, pour une durée accrue. La thérapie génétique des EPCs est une nouvelle méthode
utilisée afin d’augmenter leur nombre et leur fonction. Des études récentes utilisant les miRs
ont démontré une particularité de ces courtes séquences dans la régulation de geénes cibles
permettant d’altérer ou d’améliorer les propriétés cellulaires des EPCs, telles que la
prolifération et la sécrétion des facteurs angiogéniques et vasoactifs.****- 0% Ep ge
basant sur les résultats de nos études, la modification génétique des EPCs visant a augmenter
la production de la PGI, par le COX-2 et du NO par les NOS ou d’inhiber la production des
ROS seraient une approche intéressante. D’autre part, la modification génétique des EPCs
au niveau des TRAFs et/ou du CD40 serait une cible pertinente dans la compréhension de la
biologie et de I’application thérapeutique des EPCs. Ces informations nous permettront
d’évaluer si le blocage du récepteur CD40 ou de certains TRAFs pourrait servir de moyen a
interrompre ’interaction du CD40L avec le CD40 et les effets cellulaires qui en résultent.
Etant donné que ’interaction CD40L/CD40 inhibe la fonction protectrice des «early» EPCs
dans 1’agrégation plaquettaire, mais induit un profil pro-angiogénique de ces cellules dans la
réparation endothéliale, nous proposons que le blocage des TRAFs soit plus spécifique que
le blocage du récepteur CD40. En assumant que différents TRAFs sont impliqués dans

différentes fonctions cellulaires, cette approche permettrait de cibler plus spécifiquement
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une fonction cellulaire en particulier. Par contre, pour se faire, les TRAFs spécifiques qui
sont impliqués dans chaque fonction cellulaire des EPCs devront d’abord étre identifiés.
Enfin, dans la thérapie cellulaire utilisant les EPCs, nous visons a compenser les effets
néfastes des niveaux élevés de sCD40L sans toutefois entraver les effets protecteurs et
réparatives des EPCs en présence du sCD40L. Ayant ét¢ démontré que le blocage du CD40L
en utilisant un anticorps anti-CD40L, le BG9588, induit des événements
thromboemboliques,’® la thérapie génétique semble une approche plus appropriée dans la
modulation de I’axe CD40L/CDA40.

Bien que les études sur les EPCs dans la thérapie cellulaire aient démontré le role
bénéfique de ces cellules, des limitations ont été notées quant a la survie et la fonctionnalité
des EPCs dans le cadre des études cliniques. Nous reconnaissons, sans constituer une
limitation pour nos études, que la fonction des EPCs, dans certaines conditions
pathologiques associ€es aux maladies cardiovasculaires, pourrait étre compromise par les
facteurs de risque présents chez les patients coronariens, a titre d’exemple, et par les
médicaments pris par ces patients. Cependant, nos études ont été réalisées avec des EPCs
différenciées en culture a partir des PBMCs des donneurs sains. Cette approche est pré
requise et essentielle afin de cerner les effets des EPCs en conditions physiologiques
normales et aussi afin de mieux caractériser les effets du sCD40L sur leurs propriétés anti-
plaquettaires et angiogéniques, avant d’entreprendre des études plus complexes chez les
patients. En effet, il faut noter que les individus présentant des risques cardiovasculaires ou
souffrant de maladies cardiovasculaires ne répondent pas toujours aux thérapies aux niveaux
souhaités. Plusieurs facteurs devront donc étre pris en considération. Dans ce contexte, nos
études sur ’effet du sCD40L dans la fonction des EPCs suggerent qu’il reste bien des
travaux a accomplir avant de considérer ces cellules «sécuritaires» du point de vue
thérapeutique. Alors que ces cellules contribuent considérablement a la réparation vasculaire
et a la néoangiogenese, il est nécessaire de tenir compte que certains de ces effets sur la
fonction plaquettaire sont nuls, alors que leurs effets sur 1’angiogénése sont augmentés en
présence de niveaux élevés de sCD40L, particulicrement observés chez les individus
présentant des risques cardiovasculaires. Or, le sSCD40L pourrait contribuer a augmenter ou
a limiter leur potentiel thérapeutique, ce qui pourrait expliquer les résultats variables des

¢tudes cliniques. 11 serait donc d’une importance primordiale d’approfondir nos
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connaissances sur la biologie des EPCs et de développer les moyens appropriés quant a leur
efficacité et leur utilité clinique. Nous soulignons aussi que 1’emphase de nos présentes
¢tudes a été placée sur les «early» EPCs. Alors que les «early» et «latey EPCs expriment
semblablement le CD40, les «early» EPCs ont été le sujet de cette étude puisque ces
cellules sont connues pour leurs effets paracrines sur d’autres cellules du systeme vasculaire.
Or, les prochaines études a entamer porteront sur 1’effet des «early» EPCs et du sCD40L sur

la fonction des «/ate» EPCs.
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Conclusions et directions futures
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Les résultats de nos études révelent de nouvelles connaissances sur le role des
«early» EPCs dans la fonction plaquettaire et dans 1I’angiogenése. Nous avons démontré que
le sCD40L renverse 1’effet protecteur et inhibiteur des «early» EPCs dans 1’agrégation
plaquettaire par un mécanisme impliquant une production accrue des ROS. D’autre part, le
sCD40L offre un caractére pro-angiogénique aux «early» EPCs en stimulant la relache de
facteurs paracrines, particulierement la MMP-9, qui favorise la réparation endothéliale. Or,
les avancées proposées par nos travaux offrent des éléments pertinents a considérer quant a
I’utilisation des «early» EPCs dans le contexte thérapeutique. Une évaluation approfondie
des effets bénéfiques et néfastes du sCD40L sur les «early» EPCs devrait étre visée avant
d’entamer ’utilisation thérapeutique des ces cellules. Le comportement des «early» EPCs en
présence de niveaux élevés de sCD40L, tel qu’observé dans plusieurs maladies
cardiovasculaires, souligne le potentiel angiogénique mais limitant de ces cellules. Or, bien
des questions restent a étre abordées concernant les mécanismes d’action du sCD40L sur les
«early» EPCs et I'utilisation de ces cellules a des fins thérapeutiques. D’autre part, nous
reconnaissons que des études sur les «/ate» EPCs seront aussi nécessaires afin de comparer
I’efficacité thérapeutique de ces deux sous-types d’EPCs dans un contexte ou les niveaux
plasmatiques de sCD40L sont élevés. Ceci serait essentiel afin de mieux comprendre et
¢valuer le potentiel thérapeutique des EPCs chez des individus qui présentent un
environnement vasculaire thrombo-inflammatoire, comme dans le syndrome coronarien
aigu.

Les approches thérapeutiques utilisées jusqu’a ce jour comportent des traitements qui
visent a stimuler la mobilisation et le recrutement des EPCs a partir de la moelle osseuse et
I’expansion ex vivo des EPCs puis leur transplantation. D’autre part, des études plus récentes
ont rapporté une approche génétique permettant de moduler le nombre, la survie et la
fonction des EPCs. Bien que les méthodes utilisées démontrent un potentiel thérapeutique
important des EPCs, des études continues sont nécessaires afin de mieux caractériser les
sous-types d’EPCs et de déterminer lesquels seraient les plus efficaces et d’identifier leur
source, leur nature et leur fonction. De plus, les moyens d’utilisation des EPCs dans le
contexte clinique requicrent encore bien des études afin de bien comprendre les modalités de
ces approches, entre autres, le nombre et le type d’EPCs transplantées, leur localisation, leur

stade de différenciation et les conditions optimales a utiliser. Or, il reste encore bien des

174



travaux sur la compréhension de la biologie et des mécanismes cellulaires impliqués dans la
fonction des EPCs, spécifiquement chez les individus souffrant de maladies
cardiovasculaires.

Suite a notre présente étude, quelques questions méritent des analyses futures :

1- Du point de vue mécanistique, il serait important de faire le lien entre les TRAFs qui
s’associent au CD40 suite a son activation par le sSCD40L et leurs effets cellulaires dans
la fonction des EPCs.

2- Est-ce que I’axe sCD40L/CD40/TRAFs est impliqué dans la survie, la prolifération, la
migration et la différenciation des EPCs? Est-ce que cet axe est aussi impliqué dans les
fonctions des EPCs dans ’agrégation plaquettaire et ’angiogenese?

3- Est-ce que les «late» EPCs se comportent comme les «early» EPCs dans leur réponse au
sCD40L? Quel est I’effet du sCD40L sur la fonction des «/ate» EPCs dans 1’agrégation
plaquettaire et I’angiogenese?

4- Quel sous-type d’EPCs, «early» ou «latey, serait plus efficace dans la thérapie cellulaire
in vivo? Est-ce que 'influence du sCD40L sur chaque type d’EPCs offrirait un effet
thérapeutique et synergique accru?

5- Quels sont les effets des «early» et «late» EPCs dans un modele in vivo de souris
sauvages et déficientes en CD40 (CD40'/ )? Est-ce que en présence de CD40L, la
fonction des EPCs est accrue ou réduite in vivo?

6- Est-ce que la modification génétique des EPCs pourrait améliorer leur fonction
thérapeutique? Par exemple : bloquer ou induire 1’expression de certains TRAFs et/ou le
CDA40, augmenter la production de la PGI; et du NO et inhiber la production des ROS.

7- Comment peut-on compenser les effets néfastes des niveaux élevés de sCD40L chez les
patients souffrant de maladies cardiovasculaires avec un profil thérapeutique accru des

EPCs?

Les résultats qui découleront de ces études pourront largement contribuer aux
connaissances dans le domaine de la biologie des EPCs et leur potentiel thérapeutique. La
compréhension de I’influence du sCD40L sur la fonction des EPCs chez les individus qui
souffrent de maladies cardiovasculaires permettrait de planifier des études cliniques plus

appropriées, puisque nos ¢tudes démontrent que 1’efficacité des EPCs pourrait étre
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compromise par la présence du sCD40L. Or, il serait certes important de mener de plus

amples études afin d’optimiser les conditions utilisées dans 1’application clinique des EPCs.
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