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Résumeé

La calcification vasculaire (CV) est un facteur de risque de morbi-mortalité notamment
chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique (IRC). Lors de la CV, les cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) changent de phénotype et sécrétent des vésicules
extracellulaires (EVs) pro-calcifiantes. L objectif de notre étude est de déterminer le role et le
mécanisme d’action des EVs dans la propagation de I’inflammation et du stress oxydant au
cours de la CV. Pour cela, une lignée murine de macrophages (RAW 264.7) a été traitée soit
avec du lipopolysaccharide (LPS-EK) soit avec de ’homocystéine, toxine urémique accumulée
chez les patients atteints d’IRC. Les EVs sécrétées par ces macrophages ont été isolées par
ultracentrifugation et caractérisées en utilisant différentes techniques (TEM, cryo-EM, NTA,
activit¢ AChE, Western Blot CD9, CD81). Puis, une lignée murine de CMLV (MOVAS-1) a
été incubée avec ces EVs afin d’étudier la CV en présence de phosphate inorganique (Pi 4 mM,
7 ou 14 jours). Nous avons montré que les EVs sécrétées par les macrophages traités avec du
LPS-EK sont capables d’aggraver le processus de CV via I’induction d’un switch ostéogénique
des CMLV et d’une réponse pro-inflammatoire et pro-oxydante. Par une étude protéomique,
nous avons montré que ces EVs sont enrichies en cytokines pro-inflammatoires et en protéines
impliquées dans 1’inflammation (cis-aconitate décarboxylase, CAD), le stress oxydant
(inhibiteur de I'activateur du plasminogéne-1, PAI-1) et la CV (protéine sérum amyloide A-3,
Saa3). Les EVs sécrétées apres traitement par 1’homocystéine augmentent également la
calcification des CMLV mais leur composition protéique indique que le mécanisme d’action est
indépendant du stress oxydant et vraisemblablement dépendante de 1’IL-6. En conclusion, les
EVs pourraient étre une cible thérapeutique intéressante afin de limiter la CV chez les patients

atteints d’IRC.

Mots clés : vésicules extracellulaires, calcification vasculaire, cellules musculaires lisses

vasculaires, inflammation, stress oxydant, toxines urémiques.
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Abstract

Role of extracellular vesicles in the propagation of inflammation and
oxidative stress during vascular calcification

Vascular calcification (VC) is a cardiovascular complication in patients with diseases
such as chronic kidney disease (CKD). During VC, vascular smooth muscle cells (VSMCs)
undergo an osteogenic switch and secrete a heterogeneous population of extracellular vesicles
(EVs). The objective of our study is to determine the role and the mechanism of action of EVs
in the propagation of inflammation and oxidative stress during the VC process. A macrophage
murine cell line (RAW 264.7) was treated either with lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) or
homocysteine, a uremic toxin that accumulated in body fluids of CKD patients. EVs secreted
by these macrophages were then collected by ultracentrifugation and characterized using
several techniques (TEM, cryo-EM, NTA, AChE activity, Western Blot CD9, CD81). A murine
VSMCs cell line (MOVAS-1) was incubated with these EVs to assess calcification in presence
of inorganic phosphate (Pi 4mM, 7 or 14 days). We showed that EVs secreted by LPS-EK-
treated macrophages were able to aggravate the VC process via the VSMC osteogenic switch
and a pro-inflammatory and pro-oxidative response. Using MS-based proteomic, we
demonstrated that these EVs were enriched in pro-inflammatory cytokines and in proteins
involved in inflammation (cis-aconitate decarboxylase, CAD), oxidative stress (plasminogen
activator inhibitor-1, PAI-1), and VC (serum amyloid A-3 protein, Saa3). EVs derived from
homocysteine-treated macrophages were also able to aggravate VSMC calcification but their
protein content demonstrated that the mechanism of action is independent of oxidative stress
and probably dependant of IL-6. In conclusion, EVs could therefore be an interesting

therapeutic target to limit VC in CKD patients.

Keywords: extracellular vesicles, vascular calcification, vascular smooth muscle cells,

inflammation, oxidative stress, uremic toxins.
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L. Physiologie des vésicules extracellulaires (EVs)

1. Définition et classification des EVs

Depuis quelques années, les vésicules extracellulaires (EVs) font I’objet de nombreuses
¢tudes et ce, dans des contextes physiopathologiques différents. Ces particules, délimitées par
une bicouche lipidique, sont sécrétées par divers types cellulaires eucaryotes dont les plantes
mais également procaryotes tels que les bactéries [1]. Ces EVs sont également retrouvées dans
différents fluides biologiques chez I’Homme tels que le plasma, 1’urine, la salive, la bile, le lait

maternel ou encore le liquide amniotique [2].

Les EVs sont regroupées en trois catégories selon leur mode de biogenése : les
exosomes, les microvésicules et les corps apoptotiques [3] (Figure 1). Les exosomes ont un
diamétre compris entre 30 et 150 nm et sont formés a partir du systéme endosomal [3]. Les
microvésicules, appelées ¢également microparticules ou ectosomes, ont un diamétre
intermédiaire (100 & 1000 nm) et sont produites suite a un bourgeonnement de la membrane
plasmique [3]. Enfin, les corps apoptotiques, d’un diameétre de 50 a 5000 nm, sont sécrétés lors

de I’apoptose [3].

Exosomes
30-150 nm
Systéme endosomal

Microvésicules
100-1000 nm
Bourgeonnement de la
membrane plasmique

Corps apoptotiques
50-5000 nm
Apoptose

Figure 1 : Classification des vésicules extracellulaires (EVs) selon leur mode de
biogenése, adapté de [4].
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Les EVs sont indispensables pour assurer la communication intercellulaire via le
transport de biomolécules telles que des protéines, des acides nucléiques ou des lipides [5]
(Figure 2). Les EVs contiennent également des micro-acides ribonucléiques (ARN) [6]. En
effet, des protéines de liaison a I’ARN comme la protéine argonaute 2 (Ago2) ou la protéine de

liaison Y-box 1 (YBX-1) permettent le recrutement de micro-ARN dans les EVs [6].
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Figure 2 : Composition biomoléculaire des vésicules extracellulaires (EVs) [7].

Chaque classe d’EVs est caractérisée par la présence de marqueurs spécifiques
membranaires ou intra vésiculaires. Ainsi, les exosomes peuvent étre caractérisés par la
présence de tétraspanines transmembranaires telles que CD63, CD81 ou CD9, des protéines
ALG-2 interacting protein X (Alix) et tumor susceptibility gene 101 (TSG101) ou encore
certaines protéines de choc thermique (HSPAS8, HSP90AAT1) [8]. L’International Society for
Extracellular Vesicles (ISEV) a d’ailleurs publié récemment des recommandations pour la

caractérisation de chaque sous-catégorie d’EVs [9].
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2. Biogenése des EV's

Chaque sous-catégorie d’EVs va étre produite a partir d’une cellule sécrétrice par un

mécanisme cellulaire spécifique (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de la biogeneése des différentes sous-catégories de
vésicules extracellulaires (EVs) : exosomes, microvésicules et corps apoptotiques [10].

2.1. Biogenese des exosomes

Les exosomes sont produits a partir du systéme endosomal impliquant différentes
protéines. De facon simplifiée, les exosomes vont étre formés a partir d’endosomes tardifs : la
membrane endosomale s’invagine permettant ainsi la formation de vésicules intraluminales au
sein de corps multivésiculaires [11]. La fusion de ces corps multivésiculaires avec la membrane

plasmique permet ensuite la libération des exosomes dans 1’espace extracellulaire (Figure 3)

[11].
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De fagon plus spécifique, deux voies de production des exosomes existent a partir du
systéme endosomal : une voie dépendante d’un complexe protéique appelé endosomal sorting
complex required for transport (ESCRT) et une voie indépendante de ’ESCRT mais céramide
dépendante [12].

La voie dépendante de PESCRT implique quatre complexes protéiques (ESCRT-0, I,
I, III) associés au complexe ATPase-vacuolar protein sorting-associated protein 4 (Vps4)
permettant ainsi de fournir 1’énergie nécessaire a la biogenese des exosomes (Figure 4) [11].
Une courbure négative de la membrane endosomale permet d’initier la formation des vésicules
intraluminales via la reconnaissance de protéines endosomales ubiquitinylées par le complexe
protéique ESCRT-0 [12]. Puis, ESCRT-0 recrute le complexe ESCRT-I composé entre autres
des protéines TSG101 et Vps28 [12]. ESCRT-II et -1II interagissent ensuite avec ESCRT-0 et
ESCRT-I ce qui permet le bourgeonnement des vésicules intraluminales dans les corps
multivésiculaires [12]. Enfin, le complexe AAA ATPase Vps4 va permettre la séparation

d’ESCRT-III de la membrane endosomale et le recyclage du complexe ESCRT [12].

VPS2 (o]
ves20 @ - ..
wsd @
Prdins(3)P 5
% Recycling

ESCRTII

ESCRTO

miRMA
mRNA
Protein

Figure 4 : Role clé du complexe endosomal sorting complex required for transport
(ESCRT) dans la biogenése des exosomes [13].
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La voie indépendante de PESCRT nécessite la présence de radeaux (« rafts »)
lipidiques au sein de la membrane de 1I’endosome tardif induisant ainsi une courbure négative
de la membrane endosomale [3]. En effet, ces micro domaines sont enrichis en molécules
coniques telles que des céramides ou des acides lysophosphatidiques [14] mais également en
cholestérol et en protéines enzymatiques telles que la sphingomyéline phosphodiestérase 3
(SMPD3) [15]. L’enzyme SMPD3 va notamment permettre I’hydrolyse de la sphingomyéline
en céramide qui s’accumule alors et favorise ainsi le bourgeonnement des vésicules
intraluminales (Figure 5) [15]. Kapustin ef al. ont d’ailleurs mis en évidence un role clé de
cette enzyme dans la biogenése et la sécrétion d’exosomes [16]. En effet, une inhibition de
SMPD3 par un agent pharmacologique (GW4869) réduit significativement la sécrétion

d’exosomes de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) [16].

Exosomes
PDGF « Size ~150nm
TNFo « Derived from multivesicular bodies

« Enriched with CD9, CD63, Tsg101
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SM22 |

Rab27a?
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Figure S : Roéle de la sphingomyéline phosphodiestérase 3 (SMPD3) dans la biogenése
des exosomes [17].

2.2. Biogenese des microvésicules

Les microvésicules sont produites directement a partir d’'un bourgeonnement de la
membrane plasmique de la cellule sécrétrice (Figure 3). Différentes protéines sont activées
telles que des calpaines ou des translocases lipidiques entrainant une perturbation de
I’interaction entre le cytosquelette et la membrane plasmique [3]. Une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium va également permettre |’externalisation de la
phosphatidylsérine, le bourgeonnement membranaire et la libération des microvésicules dans

I’espace extracellulaire [18].
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2.3.  Biogenese des corps apoptotiques

La biogenese des corps apoptotiques est trés similaire a celle des microvésicules. En
revanche, les corps apoptotiques sont produits uniquement lors de 1’apoptose [3], mort

cellulaire génétiquement programmée, permettant d’assurer un état d’homéostasie cellulaire.

3. Sécrétion et devenir des EVs

Différentes biomolécules sont impliquées dans la sécrétion des EVs et plus
particuliecrement des exosomes. Par exemple, les membres de la famille des Ras-related
proteins in brain (Rab) sont des régulateurs essentiels de la sécrétion des exosomes [7]. Cette
famille regroupe plus de 60 GTPases impliquées dans le bourgeonnement vésiculaire,
I’interaction avec le cytosquelette ou le transport vers la membrane plasmique [7]. La premiere
protéine Rab reconnue pour étre impliquée dans la sécrétion des exosomes est la protéine Rab11
[19]. 11 a ainsi été montré que son inhibition entraine une diminution de la sécrétion d’exosomes

d’une lignée cellulaire de leucémie myéloide immortalisée humaine K-562 [19].

D’autres molécules sont impliquées dans la sécrétion des EVs. Par exemple, les soluble
N-ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein (SNAP) receptors (SNAREs) forment un
complexe avec les protéines SNAP entre les membranes de deux organites intracellulaires
permettant ainsi leur fusion [7]. Une autre protéine, la diacyl glycerol kinase o (DGKa), régule
négativement la sécrétion des exosomes et plus spécifiquement la formation des corps
multivésiculaires [20]. En effet, Alonso ef al. ont montré qu’une surexpression de cette protéine
entraine une inhibition de la sécrétion d’exosomes CD63/LAMP1 de lymphocytes T [21]. A
I’inverse, son inhibition augmente la sécrétion d’exosomes [21]. Une autre kinase, la citron
rho-interacting serine/threonine kinase (CIT), est également impliquée dans 1’exocytose des
endosomes tardifs [22] ainsi que la sous-unité¢ VO de I’ATPase-V qui permet la fusion des corps

multivésiculaires avec la membrane plasmique [23].

Une fois sécrétées, les EVs vont interagir avec la cellule réceptrice via différents
mécanismes [5] (Figure 6) et induire différentes réponses intracellulaires. Les EVs peuvent
ainsi médier leurs effets en se liant a la surface de la cellule réceptrice soit par une interaction
entre un récepteur et un ligand spécifique [5] soit en se liant a la membrane plasmique via des
protéoglycanes, des composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine ou la
laminine mais aussi via des intégrines [5]. En effet, les EVs expriment a leur surface des
molécules d’adhésion intercellulaires (ICAM) qui peuvent interagir avec les intégrines

membranaires de la cellule réceptrice [5].
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La membrane des EVs peut également fusionner avec la membrane cellulaire permettant
ainsi la libération du contenu des EVs dans le cytoplasme de la cellule réceptrice [5]. Les
biomolécules d’EVs (protéines, peptides, acides nucléiques, micro-ARN) ainsi libérées vont
alors induire de multiples réponses intracellulaires qui seront différentes selon 1’origine

cellulaire des EVs mais également le type de la cellule réceptrice [5].

Les EVs peuvent également étre internalisées par macropinocytose, phagocytose ou
endocytose [24]. Par exemple, une interaction entre la phosphatidylsérine de la membrane des
exosomes et la protéine lactadhérine présente a la surface de cellules immunitaires induira

I’internalisation des exosomes et 1’activation de la cellule immunitaire [25].
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Figure 6 : Différents types d’interaction des vésicules extracellulaires (EVs) avec la
cellule réceptrice [5].

4. Role de autophagie dans la biogenese et la secréetion des EVs

L’autophagie est un processus physiologique d’autoprotection mis en place par la cellule
afin de permettre la dégradation de composants intracellulaires [26]. De nombreux complexes
protéiques sont impliqués dans les mécanismes d’autophagie et notamment dans la
macroautophagie, principale forme d’autophagie de la cellule (Figure 7) [26]. L’étape
d’initiation permet la formation du site d’assemblage du phagophore grace notamment a la
protéine UNCS5 I-like kinase 1 (ULK1) [26]. L’étape de nucléation fait intervenir entre autres la
protéine beclin-1 [26]. Puis, I’élongation de la membrane du phagophore a lieu grace aux
protéines ATG (autophagy-related protein) et LC3 (microtubule-associated protein 1 light
chain 3) [26]. La membrane de I’autophagosome ainsi formé fusionne avec celle du lysosome
permettant ainsi la formation de I’autolysosome et la dégradation de différents composants

intracellulaires [26].
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Figure 7 : Schéma des principales protéines impliquées dans les mécanismes
d’autophagie [26].

Des études récentes ont montré qu’il existait un lien entre la biogenése, la sécrétion des
EVs et les mécanismes d’autophagie. En effet, la formation de I’autolysosome et la biogenése
des EVs partagent des voies moléculaires similaires [27]. Ainsi, les protéines ATG et LC3 sont
capables de réguler la biogenése des EVs et leur sécrétion [27]. Par exemple, ATGS5 permet la
dissociation de la pompe a proton ATPase Vps4 des corps multivésiculaires ce qui favorise la
fusion de la membrane du corps multivésiculaire avec la membrane plasmique et la sécrétion

des exosomes dans le milieu extracellulaire [27].

5. Fonctions biologiques des EVs

Les EVs ont différentes fonctions biologiques selon leur origine cellulaire, leur sous-
type mais également I’hétérogénéité de leur contenu. Ces EVs sont ainsi capables de transmettre
différents signaux aux cellules environnantes, qui en retour induisent des réponses
intracellulaires multiples. Dans des conditions physiologiques, ces EVs permettent de maintenir
un état d’homéostasie cellulaire. De par leur role dans la communication intercellulaire, les EVs
sont impliquées dans différents mécanismes physiologiques : ’angiogenése, la coagulation, le

stress oxydant, la réparation tissulaire, I’apoptose ou encore I’immunité [2] (Figure 8).
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Figure 8 : Fonctions biologiques des vésicules extracellulaires (EVs), adapté de [4].

5.1. Roles physiologiques des EVs en fonction de leur origine cellulaire

Les EVs sont sécrétées par de nombreux types cellulaires (cellules endothéliales,
sanguines, immunitaires, osseuses) mais également par des cellules progénitrices telles que les
cellules souches mésenchymateuses (CSM). Par conséquent, des fonctions biologiques

différentes sont observées en fonction de I’origine cellulaire des EVs.

Les EVs provenant de cellules endothéliales sont essentielles pour assurer
I’homéostasie vasculaire et notamment ’angiogenéese, la néo-vascularisation ou encore la
régénération des tissus vasculaires [28-30]. De plus, ces EVs sont capables d’augmenter la
perméabilité vasculaire en régulant les jonctions intercellulaires via le cytosquelette [29]. En
effet, ces EVs induisent la phosphorylation des chaines 1égeres de la myosine entrainant ainsi

une réorganisation des fibres contractiles [29].

Les EVs sécrétées par les plaquettes sanguines vont étre impliquées également dans
I’angiogenese mais aussi dans la coagulation, les réponses immunitaires, la régénération
cellulaire et tissulaire [31,32]. Ces EVs sont les plus abondantes dans la circulation sanguine
[31]. Elles possedent également un rdle dans 1’apoptose [32] car elles peuvent notamment
encapsuler la caspase-3, protéine essentielle de 1’apoptose, assurant ainsi [’homéostasie

cellulaire en évitant I’induction d’un stress cellulaire [32].
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Les CMLYV sécrétent également des EVs qui seront, quant a elles, impliquées dans les
processus de remodelage vasculaire mais également dans la migration et la prolifération
cellulaire [33,17]. Les exosomes sécrétés par les CMLV sont notamment enrichis en micro-

ARN tels que le miR-143 permettant ainsi la régulation de 1’adhésion cellulaire [17].

Différentes cellules immunitaires sécrétent également des EVs telles que les
neutrophiles ou les leucocytes. Ces EVs ont un role majeur dans le maintien de la perméabilité
de la barriere endothéliale [34,35]. Deux classes d’EVs de neutrophiles existent : les neutrophil-
derived trails (NDTRSs) et les neutrophil-derived microvesicles (NDMVs) [36]. Les NDTRs
sont sécrétés par des neutrophiles adhérant a I’endothélium et exercent des fonctions pro-
inflammatoires en guidant les cellules immunitaires vers les foyers inflammatoires [36]. A
I’inverse, les NDMVs qui sont produits par des neutrophiles circulants ont plutdt des effets anti-

inflammatoires en inhibant notamment ’activation des macrophages [36].

Les EVs sécrétées par les cellules osseuses régulent différents mécanismes
physiologiques tels que le remodelage et la régénération osseuse [37,38]. Ces EVs permettent
notamment d’assurer la communication intercellulaire entre les ostéoblastes et les ostéoclastes
[38]. En effet, les ostéoclastes sécrétent des exosomes contenant un micro-ARN, le miR-214-
3p, capable d’inhiber I’activité ostéoblastique [39,40]. En utilisant une lignée cellulaire
précurseur d'ostéoblastes (MC3T3), Cui et al. ont montré que des exosomes sécrétés par ces
cellules contiennent différents micro-ARN ostéogéniques qui favorisent la différenciation

ostéoblastique d’une lignée de cellules stromales mésenchymateuses ST2 [41].

De nombreuses études se sont également intéressées aux roles physiologiques des EVs
produites par les cellules progénitrices telles que les CSM. En effet, les CSM possedent de
nombreux intéréts thérapeutiques en médecine régénérative ou dans le traitement de diverses
pathologies humaines mais impliquent également de nombreuses limites en pratique clinique
en termes notamment d’immunogénicité et de compatibilité donneur-receveur. Les EVs
sécrétées par ces cellules sont donc d’un grand intérét car elles permettraient de s’affranchir de
ces limites thérapeutiques [42]. Diverses études ont ainsi mis en évidence des effets immuno

modulateurs, anti-inflammatoires et régénérateurs des EVs de CSM [42].

Ainsi, ’origine cellulaire des EVs est extrémement importante, car différents effets
biologiques peuvent étre observés au niveau de la cellule réceptrice. De plus, il est important
de rappeler que les EVs sécrétées par une cellule peuvent exercer leurs fonctions physiologiques

sur cette méme cellule sécrétrice permettant ainsi une autorégulation cellulaire.
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5.2. Roles des EVs dans les systemes immunitaire et cardiovasculaire

a) EVs et systeme immunitaire

Les EVs ont un réle majeur dans le systéme immunitaire que ce soit dans I’immunité
innée ou adaptative [2]. En effet, ces EVs agissent comme messagers paracrines et permettent
d’induire des réponses pro- ou anti-inflammatoires en fonction du contexte physiopathologique
[2].

De nombreuses études ont mis en évidence la capacité de ces EVs a transporter une
grande variété de cytokines telles que le transforming growth factor-f (TGF-B), I’interleukine-
1B (IL-1P) ou le tumor necrosis factor-a (TNF-a) [43,44]. Les EVs peuvent également contenir
des agonistes aux récepteurs foll-like (TLRs) impliqués dans différentes voies de signalisation,
telles que la voie nuclear factor-kappa B (NF-kB), essentielle a la régulation du systéme
immunitaire [2]. De plus, différentes études indiquent un lien entre la sécrétion d’EVs et
I’activation de I’inflammasome, complexe protéique intracellulaire régulant les réponses
inflammatoires de cellules immunitaires telles que les macrophages ou les cellules dendritiques
[45]. Les EVs ont aussi un role dans la présentation antigénique via I’expression a leur surface

de peptides du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II [46] (Figure 9).
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Figure 9 : Roéle des vésicules extracellulaires (EVs) dans la présentation antigénique [46].

Les EVs sont également médiatrices de réponses anti-inflammatoires [2]. Une étude de
Hiemstra et al. a mis en évidence un role majeur des exosomes dans I’immunité innée [47]. Les
auteurs ont ainsi montré la présence de protéines antimicrobiennes, de récepteurs viraux et
bactériens au sein d’exosomes urinaires humains [47]. Ces exosomes sont capables notamment
d’inhiber le développement de bactéries pathogenes et commensales comme Escherichia coli

et d’induire la lyse bactérienne [47].
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b) EVs et systeme cardiovasculaire

De nombreuses ¢tudes ont démontré un role essentiel des EVs dans la régulation de la
physiologie du systéme cardiovasculaire [48]. En effet, les EVs sont sécrétées par divers types
cellulaires du systéme cardiovasculaire tels que les plaquettes, les cardiomyocytes, les cellules
progénitrices cardiaques, les cellules endothéliales, les monocytes ou encore les CMLV [48].
Ces EVs sont impliquées dans différents mécanismes physiologiques tels que la maturation
réticulocytaire, 1’angiogenése ou la coagulation sanguine [2]. Elles peuvent étre a la fois
médiatrices de réponses pro- ou anticoagulantes en fonction de leur origine cellulaire mais
également de leur contenu [2]. De plus, les EVs sont capables d’exercer des effets protecteurs
sur le systéme cardiovasculaire [48] (Figure 10). En effet, elles contiennent de nombreuses
biomolécules et sont particuliecrement enrichies en micro-ARN qui régulent différents

mécanismes au niveau vasculaire tels que 1’apoptose, le stress oxydant ou encore la prolifération

cellulaire [48].

Origin cells Model(s) Mediator(s) Biological Effects
Mouse CPCs Mouse I/R; miRNA-451 Reduction of apoptosis; protection from oxidative stress
H9c2
Mouse CPCs H9c2 miRNA-21; PDCD4 Protection from apoptosis
Human CPCs  Rat I/R; PAPP-A; IGF-1; Akt-ERK1/2 signaling Reduction of apoptosis; reduction of scar size; improvement of cardiac
function
Human CPCs  Rat I/R GATA4/MESP1 Reduction of apoptosis; improvement of cardiac function; angiogenesis
Human CDCs  Mouse MI miRNA-146a Inhibition of apoptosis; increased vital mass

Human CDCs
Human CDCs

Rat and Pig I/R
Pig acute and chronic MI

Rat MSCs
Rat MSCs
Human P-EVs

Rat I/R; H9¢2
Rat I/R
Rat I/R; ECs

Rat P-EVs Rat I/R

Rat P-EVs Rat I/R

Human ECs Mouse

Human ECs ECs

ECs Mouse I/R

Human ECs Primary cardiomyocytes

miRNA-181b

Alterations of pro-inflammatory and pro-fibrotic
pathways

AMPK/mTOR and Akt/mTOR pathway
miRNA-26a; Cx43 expression; GSK3[ inactivation
VEGF-PDGF-bFGF;

RISK pathway

Increase of circulating EVs

Decrease of caspase-3, 12

miRNA-143; miRNA-145

miRNA-214

miRNA-210; miRNA-126

ERK1/2 pathway

Reduction of infarct size; improvement of cardiac function
Reduction of infarct size; reduction of scar size; improvement of
cardiac function

Increase autophagy: reduction of apoptosis; reduction of infarct size
Reduction of infarct size

EC proliferation; angiogenesis

Improved cardiac function

Reduction of infarct size

Reduction of atherosclerosis

Stimulation of angiogenesis and migration
Improvement of cardiac function
Reduction of cell death

Figure 10 : Effets protecteurs des vésicules extracellulaires (EVs) sur le systéme
cardiovasculaire [48].

CPCs : cellules progénitrices cardiaques, CDCs : cellules dérivées de cardiosphere, MSCs :

cellules souches mésenchymateuses, P-EVs : vésicules extracellulaires dérivées des plaquettes,
ECs : cellules endothéliales, I/R : ischémie/reperfusion.
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II. Les EVs dans un contexte pathologique : I’insuffisance

rénale chronique (IRC)

1. L’insuffisance rénale chronique (IRC)

1.1. Epidémiologie et fucteurs de risque

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est devenu un réel probléme de santé publique
dans le monde. En effet, en France, les dépenses de santé pour les patients atteints d’IRC

représentent 2 % des dépenses totales de santé, soit presque 2 milliards d’euros [49].

La prévalence de la maladie est de plus en plus importante dans la population générale
[50]. Une méta-analyse réalisée au sein de 1’Universit¢ d’Oxford a mis en évidence une
prévalence mondiale de 13,4 % (11,7 — 15,1 %) tous stades confondus [50]. En France, environ
5 % de la population est atteinte d’IRC, soit plus de 3 millions de Frangais [51]. Selon le rapport
annuel 2019 du Réseau Epidémiologique et Information en Néphrologie (R.E.LN.), 11 437
nouveaux patients atteints d’IRC ont été recensés et 8 826 déces ont été enregistrés, soit 9,8 %

des patients, avec un age médian de 76 ans [52].

Différents facteurs de risque augmentent la probabilité de développer une IRC [53] :
I’age, le sexe, I’ethnicité, I’obésité, le diabete, 1’hypertension, le tabac, les naissances
prématurées, le statut socioéconomique ... Identifier et comprendre les facteurs de risques
sous-jacents a cette pathologie reste indispensable car cela permettrait d’améliorer le diagnostic

et la prise en charge des patients.

1.2.  Définition, classification

L’IRC est une pathologie se caractérisant par une perte progressive et irréversible des

fonctions rénales avec des conséquences majeures pour la santé du patient.

Les reins jouent un rdle essentiel dans le bon fonctionnement de 1’organisme. En effet,
leur principale fonction est la filtration du sang et 1’épuration des déchets via I’urine. Les reins
sont formés de deux régions anatomiques distinctes : le cortex rénal et la médullaire rénale
(Figure 11). Le rein est constitué d’un million de néphrons ou la filtration du sang et la

production de ’urine ont lieu.
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Figure 11 : Localisation et structure anatomique du rein chez I’Homme.

(https://nephro.unistra.fr/84)

Le rein permet également le maintien de 1’équilibre électrolytique et la régulation de

différentes fonctions biologiques grace a la sécrétion d’hormones spécifiques. Les reins

sécretent la rénine, hormone impliquée dans le contrdle de la pression artérielle,

I’érythropoiétine permettant la production d’hématies ou encore le calcitriol régulant les

concentrations sanguines de calcium et de phosphate.

Au vu du réle majeur du rein dans différentes fonctions de 1’organisme, les patients

atteints d’IRC vont présenter une accumulation importante de déchets métaboliques ce qui va

aboutir a ’apparition de nombreuses complications comme des troubles cardiovasculaires,

osseux ou neurologiques.
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Il existe différents stades de maladies rénales définis en fonction du débit de filtration
glomérulaire (DFG) et de 1’albuminurie (Figure 12) [54]. Le DFG correspond au volume de
plasma filtré par le rein par unité de temps. L’albuminurie est définie par la présence d’albumine
dans les urines. L’IRC est caractérisée par un DFG inférieur a 60 ml/min/1,73 m? depuis plus

de 3 mois ainsi que des taux ¢élevés d’albuminurie (stade 3 a 5) [54].

Persistent Albuminuria Categories,
Description and Range

Normal to
mildly
increased

Moderately Severely
increased increased

<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
{<3 mg/mmol) |(3-30 mg/mmol)|(>30 mg/mmol)

1 Normal or high 290
~
ES
mc 2 Mildly decreased 60-89
~ @
S5 .
£ 8 3a Mildly to moderately 45-59
5 g decreased
Es=s
2 % 3p | Moderately to 30-44
s 9 severely decreased
o
E g 4 Severely decreased 15-29
- =
w v
o . .
5 Kidney failure <15

Figure 12 : Différents stades de maladies rénales définis en fonction du débit de
filtration glomérulaire (DFG) et de I’albuminurie [55].
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1.3. Symptomes
L’apparition des symptomes chez les patients atteints d’IRC survient a un stade avancé
ce qui complique le dépistage de la pathologie. Ces patients vont présenter différents
symptomes peu caractéristiques (liste non-exhaustive) [56] : nausée, vomissements, perte
d’appétit et de poids, pollakiurie, polyurie, oligurie, anurie, urines plus foncées, troubles,

fatigue a 1’effort, troubles du sommeil, hypertension, crampes musculaires, anémie ...
9 b > b

1.4.  Physiopathologie

a) Généralités

La physiopathologie de I'IRC est complexe du fait de I’implication de différents
mécanismes dans la progression de la maladie. De facon simplifiée, la progression de I’'IRC
peut étre définie en trois grandes phases (Figure 13) [57]. La premiére phase est I’induction
d’une Iésion ischémique au niveau rénal dont les principales causes sont le diabéte et
I’hypertension artérielle [58]. Puis, la deuxiéme phase est I’apparition d’une fibrose rénale
définie par une accumulation excessive de matrice extracellulaire dans le rein [57]. Enfin, la
derniere phase correspond a une perte de la majorité des néphrons fonctionnels entrainant ainsi
une insuffisance rénale et donc la nécessité de mettre en place un traitement de suppléance chez
le patient [57].

Le volume sanguin et les apports en oxygeéne sont diminués entrainant ainsi 1’apparition
de 1ésions ischémiques au niveau rénal. Des infiltrats de cellules immunitaires telles que des
macrophages sont retrouvés favorisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires et
de facteurs de croissance tels que le TGF-B [59]. Ces facteurs de croissance favorisent la
dédifférenciation des cellules mésangiales en mésangioblastes. Ces cellules activées vont alors
entrainer une production importante de matrice extracellulaire au niveau rénal [60]. Différentes
voies de signalisation intracellulaire sont impliquées telles que la voie Mothers against
decapentaplegic homolog (SMAD)-TGF- qui joue un réle majeur dans les mécanismes de
fibrose [60].

Puis, des Iésions tissulaires sont observées menant a une glomérulosclérose caractérisée
par une diminution importante du nombre de néphrons fonctionnels, une diminution de la
filtration sanguine et une accumulation de toxines urémiques.

D’autres causes de I'IRC existent telles que les glomérulonéphrites, la maladie rénale
polykystique ou certaines maladies auto-immunes comme le lupus, la polyarthrite rhumatoide
ou la maladie de Crohn. La prise de médicaments a long terme ou certaines chimiothérapies

peuvent également favoriser ’apparition d’une IRC.

39



Causes principales
Diabéte
Hypertension artérielle

.

| Apports sanguins et d’oxygéne
Hyper filtration

!

Phase 1
LESION ISCHEMIQUE
Stade 1-2 IRC

Phase 11
FIBROSE RENALE
Stade 34 IRC

LESTONS IMMUNITAIRES
Infiltrats de cellules
Immunitaires
1 Production de cytokines

Figure 13 : Les principales phases physiopathologiques de ’insuffisance rénale chronique (IRC).
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b) Focus sur les mécanismes d ’inflammation et de stress oxydant dans [’IRC

La progression de I'IRC est fortement associée a un état pro-inflammatoire et pro-
oxydant, responsable de nombreuses complications chez les patients telles que I’athérosclérose,
les troubles cardiovasculaires, mais également la malnutrition, 1’anémie ou encore les désordres

du métabolisme osseux [61].

Chez les patients atteints d’IRC, la production importante de cytokines pro-
inflammatoires, 1’acidose, les infections a répétitions, la dysbiose intestinale et 1’altération du
métabolisme du tissu adipeux favorisent 1’apparition d’une inflammation persistante de bas
grade [62]. Les principaux marqueurs d’inflammation impliqués dans la progression de la
maladie sont I’IL-1, I'IL-6, le TNF-a, les adipokines, 'ICAM-1, la molécule d’adhésion
vasculaire-1 (VCAM-1), le CD40 ligand et la protéine C-réactive (CRP) [61]. Les cytokines
pro-inflammatoires telles que I’IL-1, I’IL-6 et le TNF-a sont corrélées positivement avec la
sévérité de I'IRC. En effet, ces molécules favorisent 1’état pro-inflammatoire chez les patients

[61].

Les patients atteints d’IRC sont également exposés a une endotoxémie plus élevée [63].
La dysbiose intestinale et ’augmentation de la perméabilité intestinale retrouvée chez ces
patients entrainent une augmentation de la concentration sanguine d’endotoxines telles que le
lipopolysaccharide (LPS) [63]. Cette endotoxémie €levée favorise la production de cytokines
pro-inflammatoires chez les patients IRC entrainant ainsi une activation des réponses

immunitaires innées (Figure 14) [64].
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Figure 14 : Endotoxémie et insuffisance rénale chronique (IRC) [64].
ET : endotoxines, REE : dépenses énergétiques au repos.

Le stress oxydant représente un facteur de risque non-traditionnel de I’IRC (Figure 15)
[61]. Des niveaux de stress oxydant importants sont retrouvés des les stades précoces de I’'IRC
[65]. Au niveau rénal, le stress oxydant est responsable d’une détérioration progressive de la
fonction rénale menant a une ischémie, des lésions glomérulaires ainsi qu’une apoptose
importante [61]. Une production excessive d’especes réactives de l'oxygene (ROS) favorise
¢galement la dégradation de différentes molécules biologiques (protéines, acides nucléiques,
lipides ...) affectant ainsi I’homéostasie cellulaire au niveau rénal. En effet, I’anion superoxyde
(O2") et le peroxyde d’hydrogéne (H202) sont des ROS précurseurs de différentes molécules
ayant un pouvoir oxydant plus important telles que le peroxynitrite (ONOO-) produit suite au

couplage de I’0O;™ et du monoxyde d’azote (NO) [61].

Différents marqueurs de stress oxydant, comme le malondialdéhyde (MDA), les
produits de glycation avancés (AGEs) ou les lipoprotéines de faible densité (LDL) oxydées sont
significativement augmentés dans la circulation sanguine et dans les tissus des patients atteints
d’IRC [61]. Les AGEs interagissent avec les récepteurs RAGE favorisant ainsi 1’activation de
la voie NF-xB et donc la production de cytokines pro-inflammatoires et de molécules

d’adhésion [66].
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Figure 15 : Stress oxydant et insuffisance rénale chronique (IRC) [61].

c¢) Toxines urémiques

Les toxines urémiques sont des composés qui s’accumulent dans les fluides corporels
des patients atteints d’IRC en raison d’une détérioration des fonctions de filtration et
d’excrétion du rein. L’ European Uremic Toxin Work Group (EUTox) fournit aux chercheurs et
aux cliniciens de nombreuses informations sur ces toxines urémiques accumulées au cours de
I’IRC [67]. La majorit¢ d’entre elles sont associées a des troubles cardiovasculaires et

néphrologiques.

Les toxines urémiques peuvent étre classées en trois groupes en fonction de leurs
propriétés biochimiques et physiques. La premiere classe est constituée de solutés de faible
masse moléculaire, solubles dans 1’eau comme ['urée par exemple. La deuxieéme classe
comprend les composés de taille moyenne comme la 2-microglobuline. Enfin, dans la troisiéme
classe, on retrouve les molécules liées aux protéines telles que 1’indoxyl sulfate (IS), toxine tres
étudiée au cours de I’IRC. L’homocystéine, toxine urémique liée aux protéines, est également

impliquée dans la physiopathologie de I’IRC.
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s L’indoxyl sulfate (IS)

L’IS, toxine urémique liée aux protéines, est synthétisé dans le foie a partir d’un
précurseur indole dérivant lui-méme du métabolisme du tryptophane (Figure 16). Ce composé
posséde une affinité élevée avec différentes protéines, en particulier avec 1I’albumine conduisant
ainsi a une diminution de sa filtration glomérulaire. Une augmentation de la concentration d’IS
dans I’urine et le sérum est observée chez les patients atteints d’IRC [68—70]. L’accumulation
de cette toxine représente un facteur prédictif de la progression de I’IRC et est impliquée dans

la physiopathologie de I’IRC (Figure 16).
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Heart // ;
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AST-120

Kidney injury

Oxidative stress
Inflammation
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Figure 16 : Effets de I’indoxyl sulfate (IS) sur la perte de fonction rénale observée au
cours de ’insuffisance rénale chronique (IRC) [71].
Selon la base de données EUTox, la concentration totale plasmatique d’IS est d’environ
0,54 mg/L en conditions physiologiques et de 37,07 mg/L en conditions urémiques. De plus,
une corrélation négative existe entre les concentrations sériques d’IS et le DFG chez les patients
atteints d’IRC (Figure 17) [72]. Effectivement, plus le DFG est faible et plus I’IS s’accumule
chez les patients [72].
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Figure 17 : Corrélation négative entre la concentration d’indoxyl sulfate (IS) et le débit
de filtration glomérulaire (DFG) [72].

Différentes études ont montré des effets déléteres de I'IS dans des modeles
expérimentaux d’IRC (Tableau 1). Ceci nous permet de mieux comprendre les effets
physiopathologiques de I’accumulation des toxines urémiques chez les patients atteints d’IRC.
En effet, ces toxines sont capables d’induire des réponses pro-inflammatoires et pro-oxydantes
en augmentant notamment la production de ROS [73,74] responsables de la survenue de Iésions
dans des cellules tubulaires rénales, glomérulaires et interstitielles, observées au cours de I’IRC.
De plus, I’IS est capable de réguler négativement la voie antioxydante impliquant le couple
nuclear factor (erythroid-2-related factor)-2/Kelch-like ECH associating protein-1
(Nrf2/Keapl) [75].
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CKD
experimental Effects of IS Mechanisms of action Ref
models
INVIVO
T Serum creatinine levels
Enhancement of .
glomerular sclerosis . T BIO_Od grea nltrogep lev‘els e8]
progression | Creatinine, inulin and p-aminohippuric acid
clearance
T ICAM-1 gene expression involved in
5/6 monocyte infiltration
nephrectomized Stimulation of renal T TGF-B1 kidney production 176]
rats fibrosis T Renal gene expression of tissue inhibitor
of metalloproteinase (TIMP) and type 1
collagen
Enhancement of CKD | Organic anion uptake of IS by OAT1 and
progression OAT3 transporters in prpxupal tubular cells | [77]
- IS accumulation in blood
Renal microvascular Macroscopic cortical atrophy
. injur Interstitial fibrosis
FVB/N mice Glomerujlar}(llamage Ischemic changes 78]
Podocyte injury Aryl hydrocarbon receptor (AhR) activation
Ve Stimulation of renal Induction of oxidative stress
nephrectomized | fibrosis via an epigenetic Upregulation of DNMT expression [79]
rats regulation Splicing of Klotho gene
IN VITRO
Induction of fibrosis T TGF-B1 cell synthesis [77]
Cultured mouse
proximal tubular | Stimulation of cellular 1 Inflammat ) 20
cells inflammation ory gene expression [80]
Renal tubular
cells of CKD IS effects mediated via | Detection of IS in OAT1 and OAT3 positive
kidney OATI1 and OAT3 area [81]
basolateral transporters Correlation with serum creatinine levels
membrane
M , | Osterix (Osx), osteocalcin, bone
Os?;;&:g? ;Ii(}il | Bone formation morphog‘e netig protein 2 (BMP-2) expr‘ession
bone marrow | Bone resorption | Mineralized bone 1‘10du1e formation [82]
cells | Osteoclast formation via RANKL
inhibition
Primary rat renal | Induction of oxidative T ROS production 83]

mesangial cells

stress

T Intracellular hydroxyl radical production

Tableau 1 : Effets de I’indoxyl sulfate (IS) dans des modé¢les expérimentaux
d’insuffisance rénale chronique (IRC).
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+» L’homocystéine

L’homocystéine est un acide aminé non protéinogeéne issu du métabolisme d’un acide
aminé essentiel, la méthionine (Figure 18) [84]. L’homocystéine est impliquée dans différentes
voies métaboliques : une voie de re-méthylation, une voie de trans-méthylation ainsi qu’une
voie de trans-sulfuration [84]. Comme I’IS, I’homocystéine est une toxine urémique liée aux
protéines. Cette toxine s’accumule dans le plasma et les tissus des patients IRC et selon la base
de données EUTox, sa concentration plasmatique physiologique qui est de 1,26 a 1,88 mg/L

passe alors de 4,40 a 26,40 mg/L en conditions urémiques.

REMETHYLATION PATHWAY TRANSMETHYLATION PATHWAY
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Figure 18 : Représentation schématique des différentes voies du métabolisme de
I’homocystéine [84].
De nombreuses études cliniques ont montré que 1’hyperhomocystéinémie est un facteur
de risque avéré de maladies cardiovasculaires et de mortalit¢ chez les patients IRC [85].
L’accumulation d’homocystéine favorise une dérégulation des mécanismes redox en
augmentant non seulement la production des ROS via I’activation de NADPH oxydases telles
que Nox2 ou Nox4 mais également en inhibant I’activité d’enzymes antioxydantes telles que

les superoxydes dismutases (SOD) [85].
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Cette augmentation de stress oxydant entraine une dysfonction endothéliale et une fibrose au
niveau rénal via une augmentation de la synthése de collagéne [85,86]. Par conséquent,
I’hyperhomocystéinémie favorise la glomérulosclérose et la perte des fonctions rénales avec
notamment des changements phénotypiques importants au niveau des podocytes, cellules

¢épithéliales formant la capsule de Bowman du glomérule rénal (Figure 19) [85].
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Figure 19 : Effets de I’hyperhomocystéinémie sur la fonction des podocytes [85].

En plus du stress oxydant, ’hyperhomocystéinémie favorise également un état
inflammatoire important en augmentant de fagon significative la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IL-8 et la C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2) au sein de cellules
endothéliales [86]. Au niveau rénal, I’hyperhomocystéinémie est également impliquée dans des
phénomenes de thrombose, de vasoconstriction et dans la détérioration des vaisseaux [85]. Un
role important de I’homocystéine dans les mécanismes d’athérosclérose existe également [86].
En effet, ’hyperhomocystéinémie induit un stress oxydant important, une dysfonction

endothéliale et une thrombose favorisant la survenue d’athérosclérose [86].
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2. Les calcifications vasculaires (CV) au cours de ’IRC

2.1. Epidémiologie

Les calcifications vasculaires (CV) étant une complication commune a différentes
pathologies, il est difficile d’établir la prévalence exacte de ces CV dans la population générale.
Cependant, de nombreuses études épidémiologiques et des méta-analyses ont permis de mettre
en évidence des différences de prévalence des CV entre de multiples cohortes d’individus. Par
exemple, la Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) a montré que la prévalence des
calcifications des artéres coronariennes (CAC) était plus élevée chez les hommes que chez les
femmes dans une cohorte de 6 814 individus de différentes origines, agés de 45 a 84 ans [87].
De plus, une prévalence plus importante a été retrouvée chez les Caucasiens en comparaison

aux individus d’origine Africaine, Hispanique ou Chinoise [87].

Différentes études se sont intéressées a la prévalence des CV chez les patients atteints
d’IRC. Ainsi, une étude a mis en évidence une prévalence de CV 2 a 3 fois plus importante
chez des patients atteints d’IRC au stade 4 en comparaison aux individus sains (Figure 20) [88].
De plus, le traitement par hémodialyse semble augmenter les dépots de CV chez les patients

atteints d’IRC au stade 5 [88].
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Figure 20 : Prévalence des calcifications vasculaires (CV) chez les patients atteints
d’insuffisance rénale chronique (IRC) [88].

Récemment, une méta-analyse a ét€ menée afin d’obtenir une estimation plus précise de
la prévalence des CAC chez les patients atteints d’IRC [89]. Cette méta-analyse, incluant un
total de 38 études épidémiologiques, a mis en évidence une prévalence des CAC de 60 % chez
les patients IRC [89]. De plus, les CAC sont positivement associ€ées a un risque accru

d’événements cardiovasculaires et de mortalité chez les patients atteints d’IRC [89].

49



Introduction

2.2.  Définition, classification

Les maladies cardiovasculaires représentent la principale cause de mortalité chez les
patients souffrant d’IRC puisqu’elles représentent plus de 50% de la mortalité totale de ces
patients IRC avant qu’ils ne développent I’insuffisance rénale terminale. L’IRC conduit non
seulement a une athérosclérose accélérée mais également a des calcifications excessives, dont

I’étendue semble étre liée au risque d’accidents cardiovasculaires.

Les CV représentent une complication commune a différentes pathologies telles que le
diabete, I’athérosclérose ou I'IRC. Les CV sont définies par une accumulation hétérotopique de
phosphate de calcium formant des cristaux d’hydroxyapatite dans la matrice extracellulaire des
vaisseaux sanguins. Les CV représentent un marqueur pronostique important de mortalité chez
les patients IRC [90]. Longtemps considérées comme un processus passif et dégénératif, les CV
sont désormais reconnues comme résultant d’'un mécanisme actif régulé¢ par de nombreuses
voies cellulaires et moléculaires similaires a celles retrouvées lors de la minéralisation osseuse
(Figure 21) [90]. Lors de la CV, de nombreuses cellules vasculaires telles que les CMLYV, les
myofibroblastes ou encore les péricytes subissent un changement phénotypique [90]. Les
CMLV vont notamment se dédifférencier en cellules ostéogéniques similaires a des

ostéoblastes ou « ostéoblastes-like » [91].

Blood lumen Endothelial cells

Atherosclerosis
Aging
Chronic renal failure
Diabetes etc

Smooth muscle cells
/ Microvascular
Calcifying  Yericytes
vascular cells
(CVQ)

myofibroblast

' .
Stage 1 Osteoblastic differentiation CX:) () Boneassociated

Ve QO
Stage 2 Expression of bone-associated protein Cal hosolh
alcium, phosphate
Stage 3 Mineralization % 5 and mineral

Vascular Calcification

Figure 21 : Principales étapes menant a I’apparition d’une calcification vasculaire (CV)
[90].
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Cette dédifférenciation cellulaire est accompagnée de variations d’expression de
différents facteurs activateurs ou inhibiteurs de la CV tels que la protéine Gla de la matrice
(MGP), TD'ostéopontine, 1’ostéocalcine, la phosphatase alcaline (ALP), les protéines
morphogénétiques osseuses (BMP) ou le facteur de transcription li¢ a Runt 2 (Runx2) (Figure
22) [92].

Promoters Inhibitors
Bone morphogenetic protein (BMP) 2, 4, and 6 Matrix Gla protein (MGP)
Osteocalcin Osteopontin
Alkaline phosphatase Osteoprotegerin
(Sex determining region Y)-box 9 (SOX9) Vitamin K
Osterix Magnesium
Matrix metalloproteinase (MMP) 2, 3, and 7 Bone morphogenetic protein 7 (BMP7)
Runt-related transcription factor 2 (Runx2) Fetuin
Calcium Klotho
Phosphate Parathyroid hormone (PTH)
Glucose Pyrophosphate
Advanced glycation end products Carbonic anhydrase
Oxidized low-density lipoproteins Collagen IV
Collagen I Inorganic pyrophosphate (PPi)

Receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL)

Figure 22 : Principaux facteurs activateurs et inhibiteurs impliqués dans la calcification
vasculaire (CV) [92].

Les CV peuvent étre retrouvées dans la couche interne des vaisseaux ou intima, mais
¢galement dans la média correspondant a la tunique musculaire des vaisseaux sanguins (Figure
23) [92]. Les CV présentes au niveau de 1’intima sont fortement associées a une dérégulation
du métabolisme lipidique, une inflammation chronique et une dédifférenciation des CMLV en
cellules « ostéoblastes-like » [92]. La calcification au niveau de la média des vaisseaux, quant
a elle, est plutdt associée a une dégradation de 1’¢lastine, un remodelage de la matrice
extracellulaire et a une hyperphosphatémie [92]. Cependant, les principaux mécanismes

physiopathologiques impliqués restent similaires.
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Arteriosclerosis Atherosclerosis
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(concentric) Arterial Stiffness (eccentric) Arterial Stenosis
Vessel stiffening Lumen stenosis
Medial layer fibrosis Vessel stiffening
Medial layer elastin degredation Focal elastin degradation
Adventitia inflammation Fibrous cap
Pulse pressure Ischemia

Left ventricular hypertrophy

Figure 23 : Représentation schématique des calcifications retrouvées au niveau de la
média (a gauche) et de I’intima (a droite) des vaisseaux sanguins [92].

Une autre forme mineure de CV existe : la calciphylaxie ou artériolopathie urémique
calcifiante [92]. La calciphylaxie représente une forme rare et fatale de CV des artérioles
touchant majoritairement les patients au stade final de I’IRC [92]. La calciphylaxie entraine une
nécrose massive des vaisseaux et des tissus, une thrombose et un sepsis chez ces patients.
Cependant, les mécanismes physiopathologiques sous-jacents a cette forme de CV ne sont pas

encore ¢lucidés étant donné le faible nombre de patients atteints [92].
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Il existe également des calcifications valvulaires (Figure 24) qui sont significativement
associées a une morbidité et une mortalité¢ importantes chez les patients [93]. Cette calcification
résulte d’une dérégulation de I’homéostasie tissulaire due a une dégradation de la matrice
extracellulaire, une fibrose, une infiltration de cellules immunitaires et une accumulation

importante de dépdts lipidiques [93].

Figure 24 : Valve aortique saine (a) et calcifiée (b) [94].

2.3.  Facteurs de risque

Différents facteurs de risque favorisent 1’apparition d’une CV chez les patients IRC,
facteurs qui peuvent étre classés en deux groupes : les facteurs de risque traditionnels et non-
traditionnels. Les facteurs de risque traditionnels définis par 1’étude épidémiologique de
Framingham expliquent seulement en partie la prévalence élevée de maladies cardiovasculaires

chez les patients IRC [95]. Des facteurs de risque non traditionnels ont alors été définis [95].

Les facteurs de risque traditionnels regroupent I’age, le sexe, le tabac,

I’hypertension, le diabéte ainsi que la dyslipidémie [96].

L’hypertension est associée au remodelage vasculaire et aux phénomeénes d’athérosclérose
[96]. En effet, le systeme rénine-angiotensine, permettant la régulation de la pression artérielle,
semblerait étre impliqué dans la physiopathologie des CV et notamment dans la croissance, la

différenciation ainsi que 1’apoptose des CMLV [97].

Le diabéte représente ¢galement un facteur de risque important de développer des CV. En effet,
les patients diabétiques présentent des niveaux de CV plus importants que les patients non-

diabétiques [98].
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De plus, I’incubation de CMLV avec de fortes concentrations de glucose augmente les
phénomeénes de calcification via une augmentation de I’expression de marqueurs ostéogéniques
tels que Runx2, BMP-2 et ostéocalcine [98]. Des études in vivo ont également mis en évidence

un role du diabete dans la survenue des CV [96].

La dyslipidémie favorise aussi I’apparition des CV. En effet, une hypercholestérolémie ou une
hypertriglycéridémie sont associées a une augmentation des mécanismes de minéralisation [96].
De plus, les lipoprotéines de haute densité (HDL) qui possédent un réle protecteur, en
permettant le transport inverse du cholestérol, inhibent la différenciation ostéogénique des

cellules vasculaires [99].

Les facteurs de risque non traditionnels tels que le stress oxydant, I’inflammation

persistante, ’accumulation de toxines urémiques semblent jouer un réle important dans la

pathogenése des maladies cardiovasculaires chez les patients IRC [95].

La dérégulation du métabolisme phosphocalcique impliquant le phosphate, le calcium, la
vitamine D, la parathormone (PTH), ou encore le Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) joue
¢galement un roéle important dans la survenue de ces CV [96,100]. En effet,
I’hyperphosphatémie et I’hypercalcémie sont associées a une augmentation de la mortalité
cardiovasculaire chez les patients IRC [96]. De plus, I’hyperphosphatémie favorise la survenue
d’une hyperparathyroidie aggravant les mécanismes de CV chez les patients atteints d’IRC
[101]. En effet, I’hyperparathyroidie est caractérisée par une augmentation anormale de la
production de la PTH, hormone régulant les taux de calcium et de phosphate dans le plasma.
Des taux élevés de FGF23 et d’AGEs sont également associés a un risque de CV chez les

patients atteints d’IRC [96].

2.4. Physiopathologie

a) Généralités
Les patients atteints d’IRC présentent donc des anomalies de I’homéostasie minérale
favorisant I’apparition de CV. La perte de fonction rénale retrouvée chez ces patients associée
a une altération des taux sériques et tissulaires de calcium et de phosphate induit différents
désordres métaboliques et in fine I’apparition d’une CV [92]. D’autres mécanismes cellulaires
et moléculaires sont impliqués dans la physiopathologie des CV au cours de I’IRC comme décrit

dans la Figure 25 [92].
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Figure 25 : Mécanismes physiopathologiques impliqués dans les calcifications
vasculaires (CV) observées chez les patients atteints d’IRC [92].

b) Différents types cellulaires impliqués

«» Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)

Les principales cellules impliquées dans les mécanismes de CV sont les CMLV. En
effet, ces cellules sont capables de changer de phénotype en réponse a divers stimuli (Figure
26) [102]. Ainsi, I'IRC favorise la dédifférenciation des CMLV en cellules ostéo-
chondrogéniques [92]. Des états pro-inflammatoires et pro-oxydants, comme observés au cours
de P’'IRC, entrainent non seulement une augmentation de I’expression de marqueurs
ostéogéniques (Runx2, BMP-2 ...) mais également une diminution de l’expression des
marqueurs synthétiques tels que I’a-smooth muscle actin (a-SMA) et des inhibiteurs de la
calcification (MGP, fetuin-A ...) conduisant alors au changement phénotypique des CMLV
[92]. La dérégulation du métabolisme minéral stimule également cette dédifférenciation [92].
Par exemple, des taux élevés de phosphate entrainent une augmentation de 1’activité de I’ALP
dans les vaisseaux de patients atteints d’IRC favorisant ainsi la différenciation des CMLV en

cellules ostéogéniques [103].
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Figure 26 : Différents phénotypes possibles des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLYV) [102].

0,

s Les macrophages

Les macrophages jouent également un réle important dans les mécanismes de CV. En
effet, ces cellules sont capables de sécréter différentes cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6, IL-1 ...) impliquées dans la physiopathologie des CV [92]. Ces facteurs favorisent
notamment la différenciation des cellules vasculaires en chondrocytes et en ostéoblastes [92].
Deux phénotypes majeurs de macrophages sont impliqués dans les CV. Les macrophages de
type M1 sont associés a des effets pro-inflammatoires et sont par conséquent capables de
maintenir un état persistant d’inflammation chronique favorisant I’apparition des CV alors que
les macrophages de type M2 qui sont plutot anti-inflammatoires semblent exercer une action

anti-calcifiante [92].
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¢ Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales peuvent se différencier en CSM lors du phénomene de
transition endothélio-mésenchymateuse (EndMT) et ainsi sécréter des facteurs solubles tels que
des cytokines ou chimiokines impliquées dans les CV des CMLV [92]. De plus, les cellules
endothéliales vasculaires sont exposées a un stress mécanique de cisaillement régulant leur
changement phénotypique en CSM [92]. La dysfonction endothéliale est également responsable
des CV observées au cours de I’'IRC [92]. En effet, la dysfonction endothéliale est associée a
I’induction d’un stress oxydant et & une augmentation des réponses pro-inflammatoires

caractéristiques des CV [92].

¢) Microcalcification vs macrocalcification

Les CV sont caractérisées par deux phases majeures: un état initial de
microcalcifications suivi de la formation de macrocalcifications (Figure 27) [104]. Les
microcalcifications sont définies par la formation de cristaux d’hydroxyapatite d’une taille

inférieure a 50 um alors que les macrocalcifications ont une taille supérieure a 50 um [104].

Les microcalcifications amplifient 1’induction d’un stress mécanique au niveau
vasculaire favorisant ainsi la rupture de la plaque d’athérome [104]. Elles sont également
associées a un état inflammatoire important [104] et a une activation des macrophages de type
M1 [105]. L’activation des récepteurs RAGE dans les CMLV promeut également I’apparition

de microcalcifications et donc une instabilité importante de la plaque d’athérome [106].

A des stades avancés de la CV, des macrocalcifications apparaissent et sont associées
a une stabilité de la plaque d’athérome et des risques plus faibles de rupture de cette dernicre
[104]. Les mécanismes inflammatoires sont moins importants a ce stade de calcification [107]
et des cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10 sont sécrétées par les macrophages de
type M2 [105]. De plus, une surexpression dans les CMLV de la galectine-3, glycoprotéine
ayant un role majeur dans les mécanismes d’inflammation, est associée a une stabilité de la

plaque d’athérome [106].
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Figure 27 : Lien entre inflammation, microcalcification et macrocalcification [104].

3. Roles des EVs dans ’IRC et la CV

3.1. Roles des EVs dans I'IRC

De nombreuses études ont montré I’implication des EVs dans la physiopathologie des
maladies rénales comme la néphropathie diabétique, le syndrome néphrotique, les maladies
kystiques rénales, 1’insuffisance rénale aigu€ mais également I’IRC [108,109]. Les EVs étant
sécrétées par les différentes cellules constitutives du néphron [108,109], elles représentent de
potentiels biomarqueurs diagnostiques [108,109]. Elles peuvent ainsi étre retrouvées au niveau
plasmatique et urinaire et leur nombre ainsi que leur contenu sont modifiés en conditions
pathologiques [108,109]. Jalal et al. ont ainsi mis en évidence une augmentation significative
de protéines pro-inflammatoires (facteur D, insulin-like growth factor-binding protein-6
(IGFBP-6), sérines protéases 1 et 2, récepteur 1B de la superfamille du TNF) dans les EVs

plasmatiques de patients IRC en comparaison aux EVs d’individus sains [110].

Différentes études se sont également intéressées aux EVs urinaires dans des modéles in
vivo d’IRC ou chez des patients atteints d’IRC [111-113]. Dans un modele murin d’IRC par
néphrectomie 5/6°™, Lv et al. ont mis en évidence une augmentation de la concentration
d’exosomes urinaires et rénaux par analyse du suivi individuel de particules (NTA), confirmée
par une augmentation significative de 1’expression protéique de marqueurs d’exosomes (Alix,

CD9, CD63) [111].
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De plus, le contenu de ces exosomes urinaires est modifié avec une surexpression de I’ARNm
d’une chimiokine pro-inflammatoire, la CCL2 dans les exosomes de rats IRC par rapport aux
exosomes de rats contréles [111]. Les auteurs suggérent que ces EVs enrichies en CCL2

participeraient a la sévérité de I’inflammation rénale dans ce modele d’IRC [111].

Dans une autre étude, Lv et al. se sont intéressés a 1’expression du géne codant pour la
CD2-associated protein (CD2AP) au sein d’exosomes urinaires d’une cohorte de 32 patients
atteints d’IRC [112]. En effet, cette protéine joue un rdle crucial dans la fonction des podocytes
[112]. Les auteurs ont mis en évidence une diminution de 1’expression de ce géne chez les
patients atteints d’IRC par rapport aux volontaires sains [112]. Cette sous expression est
corrélée positivement avec la perte de fonction rénale, 1’augmentation de la protéinurie, la
glomérulosclérose ainsi que la sévérité de la fibrose tubulo-interstitielle chez ces patients IRC

[112].

Benito-Martin ef al. ont analysé le contenu protéique d’exosomes urinaires de patients
atteints d’IRC et se sont intéressé€s plus particulierement a 1’expression de protéines de la
superfamille du TNF [113]. Tout d’abord, les auteurs ont mis en évidence une quantité plus
importante de protéines exosomales dans 1’urine de patients IRC par rapport aux échantillons
urinaires de volontaires sains [113]. Ils ont également retrouvé, par Western Blot, une
surexpression de la protéine ostéoprotégérine (OPG), membre de la superfamille des récepteurs
du TNF, au niveau des exosomes urinaires de patients IRC en comparaison aux volontaires
sains [113]. Les auteurs suggerent que cette protéine OPG pourrait étre impliquée dans la mort

cellulaire ou dans des processus inflammatoires retrouvés au cours de I’IRC [113].

a) Roles des EVs en fonction de leur origine cellulaire

Les EVs vont étre associées a différents mécanismes physiopathologiques de I’IRC en
fonction de leur origine cellulaire.

R/

% EVs sécrétées par les cellules endothéliales

De nombreuses études se sont intéressées aux roles des EVs et plus particulicrement
aux roles des microvésicules dérivées des cellules endothéliales chez les patients atteints
d’IRC (Tableau 2). En effet, au cours de I’IRC, les cellules endothéliales sécretent en plus
grande quantité des microvésicules [114—125], ces vésicules étant associées a différents
processus pathologiques chez les patients IRC tels que la rigidité artérielle, 1’athérosclérose

[114] ou encore la dysfonction endothéliale et artérielle [122].

59



Study Population

Stage of CKD Therapeutic Studied Parameters EVs Effects References
(n)
- - - 1T MV levels [114-125]
I-T1-111 Anti-hypertensive MV levels by .FACS T MV levels associated with a decrease
(100) thera Renal function of GFR [117]
Py (Estimated GFR, hsCRP, NT-proBNP)
12:2857? tran?pﬁ I;:tZtion MYV levels by FACS | MV levels after kidney transplantation [126]
ESRD Kidney
transplantation MYV levels by flow cytometr MYV levels after kidney transplantation 127
(52) P y M y y P
HD before graft
ESRD Global. an.d cardl.ovascular mortality High predictors of cardiovascular
(81 HD (Fatal myocardial infarction, stroke, acute pulmonary outcome [115]
oedema, and sudden cardiac death)
ESRD Dialysis cIMT and PWYV by high-resolution ultrasound
(37) (HD, PD) GFR, blood pressure, fasting lipid profile Markers of atherosclerosis and arterial
ESRD ] ] CRP, PTH, BUN, hemoglobin, albumin, serum stiffness
(33) Pre-dialysis creatinine, calcium, and phosphorus levels
Arterial hemodynamic measurements . .
ESRD HD (Blood pressure and viscosity, brachial artery and aortic MV levels 1pversely correlated with [128]
(34) . laminar shear stress
shear stress, hematocrit)
Arterial function analysis
ESRD .(FMD’.(.:CA 1nt1ma—med1a. thlc.:kness, pulse pressure, MYV levels associated with endothelial
HD distensibility and augmentation index, CCA and brachial . . [122]
(44) . . . and arterial dysfunction
artery diameters and pressures, wall motion, aortic
PWYV)
I§I3-(I)2/ ) Brachial artery FMD Activation of the alternative complement [129]
(30) Complement fragment and alternative pathway activity pathway in vitro
IVl (8) _ Thrombin generation by CAT
E( I(g) HD Plasma markers of endothelial activation quantification Less procoagulant [124]
fg) PD by ELISA

BUN: blood urea nitrogen, CAT: calibrated automated thrombography, CCA: common carotid artery, cIMT: carotid artery intima-media thickness, CKD: chronic kidney
disease, CRP: C-reactive protein, ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, ESRD: end stage renal disease, EVs: extracellular vesicles, FACS: fluorescence activated
cell sorting, FMD: flow—mediated dilation, GFR: glomerular filtration rate, HD: hemodialysis, hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein, MV: microvesicles, NT-
proBNP: N terminal-pro-brain natriuretic peptide, n: number, PD: peritoneal dialysis, PTH: parathyroid hormone, PWV: pulse wave velocity. |: decrease and 1: increase.

Tableau 2 : Roéles des microvésicules endothéliales chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique (IRC), adapté de [4].
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«» EVs sécrétées par les plaquettes sanguines

Les EVs sécrétées par les plaquettes sanguines sont également impliquées dans la
physiopathologie de I’IRC. Différentes études cliniques ont montré que les microvésicules
issues de plaquettes sanguines sont augmentées chez les patients IRC [119], urémiques [130]
mais également chez les patients hémodialysés ou en dialyse péritonéale en comparaison aux
sujets sains [118]. Chen et al. ont aussi mis en évidence une augmentation significative du
nombre de microvésicules plaquettaires chez les patients IRC avec coronaropathie [121]. Ces
microvésicules contribueraient a un risque accru de développer des maladies cardiovasculaires
chez les patients IRC [118,119]. En effet, ces EVs, sécrétées par des plaquettes activées sont

capables d’exercer une activité pro-coagulante et pro-thrombotique [118,119,130].

Dans un modele murin d’IRC par néphrectomie totale du rein gauche et
¢lectrocoagulation des 2/3 du cortex rénal droit, Yang ef al. ont mis en évidence, par cytométrie
en flux, une augmentation significative du nombre de microvésicules plaquettaires annexine
V/CD41" [131]. Ces résultats suggérent un état d’hyper activation des plaquettes sanguines

suite a I’induction de I’'IRC chez ces souris [131].

«» EVs sécrétées par les neutrophiles

A linverse des microvésicules endothéliales et plaquettaires, le nombre de
microvésicules sécrétées par les neutrophiles ne semble pas €tre augmenté chez les patients
IRC. En effet, Daniel ef al. ont mis en évidence une absence de variation de la concentration de
microvésicules dérivées de neutrophiles dans une cohorte de 135 patients atteints d’IRC [132].
De plus, aucune corrélation n’a été retrouvée entre la concentration de microvésicules et la
clairance de la créatinine chez ces patients [132]. Ces résultats peuvent étre expliqués par
I’absence d’augmentation de la concentration cytosolique de calcium lors de I’activation des
neutrophiles, mécanisme essentiel a la sécrétion des microvésicules [133]. En effet, une étude
a mis en évidence des concentrations intracellulaires de calcium similaires apres activation de
leucocytes polymorphonucléaires, tels que les neutrophiles, issus d’une cohorte de 19 patients

atteints d’IRC [133].

b) EVs et toxines urémiques

Du fait de la détérioration de leur fonction rénale, les patients atteints d’IRC présentent
une accumulation de toxines urémiques plasmatiques. C’est pourquoi, différentes études in
vitro et in vivo se sont intéressées a la production des EVs et a leurs effets biologiques dans un

contexte urémique [134].
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Ainsi, une étude clinique de 18 patients urémiques a montré des taux plasmatiques plus
importants de microvésicules dérivées des plaquettes chez ces patients par rapport aux sujets
sains [135]. Gao et al. ont également mis en évidence un nombre plus important de
microvésicules circulantes dérivées de cellules sanguines périphériques et de cellules
endothéliales dans une cohorte de 66 patients urémiques en comparaison aux sujets sains [136].
De fagon intéressante, dans une cohorte de 100 patients hémodialysés, il a ét¢ montré une
corrélation positive entre les concentrations de p-crésyl sulfate (pCS) libre sérique et le nombre
de microvésicules endothéliales circulantes [137]. Ces résultats ainsi que d’autres études ont
ainsi mis en évidence une augmentation significative de la sécrétion d’EVs induite par

différentes toxines urémiques telles que I'IS, le pCS, I’homocystéine ou le phosphate

inorganique (Pi) (Figure 28) [135-147].
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Figure 28 : Induction de la production de microvésicules de cellules endothéliales (EMP)
par les toxines urémiques [134].
Les EVs sécrétées en conditions urémiques sont associées a différents processus

physiopathologiques retrouvés chez les patients IRC tels que la calcification vasculaire [145],
les troubles de la coagulation et la thrombose [140-142,148,149], I’hyperplasie néointimale
artérielle [150,151] ou encore la dysfonction endothéliale [137,143].
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Shang et al. ont démontré un lien entre ’accumulation des toxines urémiques, les EVs et la
dysfonction endothéliale (Figure 29) [147]. En effet, les toxines urémiques induiraient un stress
oxydant au sein de I’endothélium vasculaire entrainant la sécrétion du miR-92a, un micro-ARN
connu pour son role dans la dysfonction endothéliale [147]. Transporté par les microvésicules
endothéliales CD144", ce miR-92a favoriserait ainsi la dysfonction endothéliale et un risque

accru de développer des maladies cardiovasculaires [147].
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Figure 29 : Role du miR-92a transporté par les microvésicules dans la dysfonction
endothéliale chez les patients insuffisants rénaux chroniques [147].

3.2. Roles des EVs dans la CV

a) Role pro-calcifiant des EVs

De récentes études ont montré que les EVs sont impliquées dans les mécanismes de CV,
complication vasculaire fréquemment observée chez les patients atteints d’IRC. En effet, la CV
est associée non seulement a une augmentation du nombre des EVs chez ces patients mais
également a un contenu pro-calcifiant de ces EVs. Soriano ef al. ont ainsi mis en évidence un
nombre significativement plus important de microvésicules endothéliales circulantes chez des
patients IRC atteints de CV en comparaison aux patients IRC sans CV [152]. De plus,
différentes études in vitro ont mis en évidence un rdle pro-calcifiant des EVs (Tableau 3). Les
EVs de cellules endothéliales, de CMLV ou de macrophages sont capables d’induire la
formation de CV en régulant notamment le changement phénotypique des CMLV en cellules

ostéogéniques.
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Cell types
Subtype of . o .
EVs EVs Donor EVs Recipient Experimental Conditions Studied Parameters EVs Effects Ref
Cells Cells
Osteogenic medium Visualization of microcalcification by
Human VSMCs using a bisphosphonate-conjugated Sortilin in EVs mediates VC [153]
21 days imaging agent
ESRD patients Human VSMCs Phgzlfchiit;((zs'i 1;1\1\/51))1; 4dﬁys Calcium content Induction of VC [154]
Human VSMCs Confocal microscopy
EVs add}fd dt 0 3D1 collagen Microcalcification formation [155]
Total EVs Human VICs ydrogels Collagen staining
. Ca?"loaded EVs added to . Promote VC by ROS
Human and porcine VSMCs collagen matrix Calcium content production via NOXS [156]
CKD rat CaCl, (2.7 mmol/L) Calcium content, alizarin red staining, Increase of VSMC osteogenic
rats NaH,PO4 (2.8 mmol/L) alkaline phosphatase activity transdifferentiation via an
: Rat VSMCs enhancement of AKT [157]
Uremic human . .
endo thelialll cells 150 pg/mL EVs AKT and PiT-1 expression by Western signalling and Pit-1
5 days Blot expression
Calcium deposits staining
[S-treated 50,000 MV/mL
endothelial Human VSMCs Inflammatory (TNF-o, TWEAK, CCL2, Induction of VC [158]
cells 30 days CCLS5, and IL-6) and pro-calcification
(Runx2, BMP-2) gene expression
Phosphate (2.6 mM) Calcium content
MV HUVECs — .
Human VSMCs 50 ug/mL MV Intracellular a}nd MV BMP-2 Stimulation of calc1ﬁcat10n [159]
CKD patients quantification and osteogenesis
> days BMP-2 gene expression
VC-CKD EPCs, VSMCs, . .
patients fibroblast cells 500,000 MV/well OCN expression by flow cytometry Increase of OCN expression [152]
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Elderly
subjects’plasma 50,000 MV/mL Calcium content, Alizarin red staining
Senescent Human VSMCs Promote VC [160]
endothelial 6-9 days Annexin A6 and BMP-2 protein levels
cells
Human and mouse VICs Mechamcgl strain of the Calcium content Promote mineralization [161]
aortic valve
B-glycerophosphate (5 mM) Calcium content )
CKD rat ' ' Induction of VC through
VSMC Rat VSMCs 10 pg exosomes Pro-calcification (Runx2, BMP-2, OCN),  NOXI1, MEK1 and Erk1/2 [162]
§ NOXI1 and SOD2 gene expression levels signaling
7 days by RT-PCR
Induction of mineralization
Human VSMCs Calcium (5.4mM) Flow cytometry, TEM and mass by formation of a complex [163]
spectrometry analysis of exosomes between PS on exosomes and
Annexin A6
Calcium content '
Inorganic phosphate (4 Caleification inhib: q Reduction of VC by
mM alcification inhibitors an inhibition of collagen-EVs
Mouse VSMCs ) dedifferentiation markers gene expression interaction via GFOGER [164,165]
Exosomes 8 or 14 days levels (MGP, OPN, OCN, Runx2, BMP-2, peptide
TNAP, COL1A1, COL1A2)
Up-regulation of calcification
Calcium-phosphate regulators (calc'lum-bmdlng
Rat VICs Proteomic and TEM analysis annexins) [166]
> days Colocalization of Annexin VI
with exosomes
Calcium content
Mouse macrophages Calcium (3 mM)-inorganic Alkaline phosphatase activity Promote microcalcification [167]

phosphate (2 mM)

Immunohistochemical analysis of a-SMA
and annexin 5
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Alizarin red and Von Kossa staining

Calcium (1.2 mM)- TNAP activity .
i i : Enhance ectopic
Mouse macrophages inorganic phosphate (0.9 TEM analysis of exosomes nhance cctopi [168]
mM)

OPN, OCN, Runx2, BMP-2 and TNAP
gene expression

a-SMA: a-smooth muscle actin, BMP-2: bone morphogenetic protein, CCL2: C-C motif chemokine ligand 2, CCLS: chemokine ligand 5, CKD: chronic kidney
disease, COL1AL1: collagen type 1 a 1 chain, COL1A2: collagen type 1 a 2 chain, EPCs: endothelial progenitor cells, Erk1/2: extracellular-signal-regulated kinase
1/2, ESRD: end stage renal disease, EVs: extracellular vesicles, HUVECs: human umbilical vein endothelial cells, IL-6: interleukin-6, MEK1: mitogen-activated
protein kinase, MGP: matrix Gla protein, MV: microvesicles, NOX1: NADPH oxidase 1, NOX5: NADPH oxidase 5, OCN: osteocalcin, OPN: osteopontin, ROS:
reactive oxygen species, RT-PCR: real time-polymerase chain reaction, Runx2: runt-related transcription factor 2, SOD2: superoxide dismutase 2, TEM: transmission
electron microscopic, TNAP: tissue nonspecific alkaline phosphatase, TNF-a: tumor necrosis factor-a, TWEAK: tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis,

VC: vascular calcification, VICs: valvular interstitial cells, VSMCs: vascular smooth muscle cells.

Tableau 3 : Roles des vésicules extracellulaires (EVs) dans la calcification vasculaire (CV), adapté de [4].
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b) Roles des EVs dérivées de CMLV dans la CV

Les CMLYV représentent le type cellulaire majeur impliqué dans les mécanismes de CV.
De nombreuses études ont également identifi¢ un role important des EVs de CMLYV dans la CV
(Figure 30) [17,169-172]. Elles sont ainsi capables de réguler la trans-différenciation des
CMLYV en cellules ostéoblastiques-like promouvant ainsi la CV [16]. Lors de la CV, les EVs
sécrétées par les CMLV forment des agrégats dans le milieu extracellulaire ou les fibres de
collagéne sont relachées [173] favorisant ainsi I’apparition de microcalcifications [173]. De
plus, ces EVs sont enrichies en micro-ARN qui régulent 1’expression de marqueurs
ostéogéniques telles que le Runx2, la protéine SMADI ou le facteur de transcription Sp7 appelé
¢galement Osterix (Osx) [169]. A I’inverse, elles présentent une sous-expression de molécules
inhibitrices de la calcification comme la fetuin-A ou la protéine MGP [174]. Elles expriment
¢galement a leur surface un complexe protéique constitué des protéines annexine A6 et de la
phosphatidylsérine pouvant former un nid de calcification [17]. La présence de
métalloprotéases matricielles-2 (MMP-2) au sein de leur bicouche lipidique permet la

dégradation de la matrice extracellulaire favorisant ainsi 1’apparition d’une CV [17].
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Figure 30 : Role des vésicules extracellulaires (EVs) dérivées de cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLV) dans la calcification vasculaire (CV) [172].
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De plus, il a ét¢ montré un role des EVs de CMLYV dans la CV via une interaction entre
les intégrines a la surface des EVs et le collagéne de type 1. Hodroge et al. ont démontré que
I’acide galacturonique DP8 diminue la calcification de CMLV en inhibant 1’interaction entre
les exosomes et une séquence spécifique (GFOGER) retrouvée au sein du collagéne de type |
[164]. De plus, Mansour ef al. ont mis en €¢vidence un role inhibiteur du peptide GFOGER sur
la calcification des CMLV [165]. En effet, ce peptide entraine une inhibition du switch
ostéogénique des CMLV et une modification du contenu protéique des EVs de CMLYV sécrétées

en conditions pro-calcifiantes [165].

c¢) Régulation de la balance calcium-phosphate

Les EVs de CMLYV, de cellules endothéliales ou de macrophages promeuvent également
la CV via une régulation de la balance calcium-phosphate [171]. En conditions pathologiques,
les EVs pro-calcifiantes sont sécrétées au sein de la matrice extracellulaire favorisant ainsi la
nucléation de minéraux [169]. En effet, elles possédent une bicouche lipidique spécifique
contenant différentes molécules impliquées dans la formation de dépdts minéralisants (Figure
31) [169]. Par exemple, les annexines facilitent I’entrée de calcium au sein des EVs [169]. De
plus, la phosphatase alcaline tissu non-spécifique (TNAP) convertit le pyrophosphate en
phosphate fournissant ainsi les ions nécessaires a la formation de dépots minéralisants [169].
La phosphatase phosphoéthanolamine-phosphocholine (phospho-1) régule également les
concentrations ioniques des EVs en augmentant les concentrations intra vésiculaires de
phosphate [169]. Cette composition moléculaire spécifique retrouvée au sein des EVs favorise

alors 1’apparition de CV.
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Figure 31 : Composition des vésicules extracellulaires (EVs) impliquées dans la
formation de dépots minéralisants calcifiants [169].

4. Diagnostic et traitement de ’IRC et des CV

4.1. Diagnostic classique de ['IRC

Aux Etats-Unis, La National Kidney Foundation—Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (NKF-KDOQI) donne des recommandations pour le diagnostic, la classification de
I’IRC, mais également la prise en charge des patients atteints de cette pathologie [54]. En
France, la Haute Autorité de Santé (HAS) établit un rapport sur les bons usages des technologies
de santé a utiliser pour le diagnostic de 'IRC [175]. Ce dernier repose sur des examens
biologiques avec notamment la mesure de la créatininémie pour estimer le DFG [175]. Selon la
HAS, I’estimation de la clairance de la créatinine selon la formule de Cockcroft et Gault ne doit
plus étre utilisée pour le diagnostic de I’IRC [175]. La Chronic Kidney Disease - Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) est la formule la plus fiable pour 1’estimation du DFG car plus
précise et doit étre appliquée en clinique [176]. Un dosage de 1’albuminurie doit également étre

réalisé sur un échantillon urinaire et rapporté a la créatininurie.

Le diagnostic d’IRC est alors posé si le patient présente un DFG inférieur a

60 ml/min/1,73 m? depuis plus de 3 mois et des taux anormalement élevés d’albuminurie.
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4.2. EVs comme biomarqueurs d’IRC

Introduction

Les EVs sont retrouvées dans de nombreux fluides biologiques chez I’Homme

notamment dans 1’urine [2] et représentent donc de potentiels biomarqueurs diagnostiques de

I’IRC [109,177-185]. De plus, il est important de souligner que les EVs plasmatiques

représentent aussi de potentiels biomarqueurs diagnostiques de I’'IRC [186]. Les EVs urinaires

permettant de suivre de fagon non invasive 1’évolution de la pathologie chez les patients IRC.

En effet, les EVs peuvent étre produites par les cellules épithéliales rénales dont les podocytes,

les cellules tubulaires ou encore les cellules urothéliales et ainsi se retrouver dans les urines

[178] (Figure 32).
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Figure 32 : Biogenése des exosomes par les podocytes et recueil dans I’urine [178].
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Différentes études ont identifi¢ des biomolécules connues pour étre associées a la
physiopathologie de I'IRC dans les EVs urinaires [180]. Ces EVs sont particulierement
enrichies en ARN codant et non codant tels que les micro-ARN [183,187-190]. Par exemple,
Lv et al. ont mis en évidence une sous-expression du miR-29¢ au sein d’exosomes urinaires
d’une cohorte de 32 patients atteints d’IRC par rapport aux individus sains [191]. De plus, la
sous-expression du miR-29¢ exosomal urinaire est corrélée positivement a la perte de fonction
rénale et au degré histologique de fibrose rénale [191]. Ce micro-ARN exosomal urinaire
pourrait donc étre utilisé comme biomarqueur de fibrose rénale chez les patients IRC [191].

De nombreuses techniques permettent d’isoler les EVs d’urine de patients :
’ultracentrifugation, la filtration a I’aide de membrane de polyéther sulfone ou de PVDF,
I’immuno-affinité a I’aide de billes magnétiques, la chromatographie d’exclusion de taille ou la
dialyse hydrostatique [180]. A ce jour, il n’existe pas de protocole standardisé en clinique pour
I’isolation des EVs d’urine de patients. Des études complémentaires sont donc nécessaires afin

d’éviter des biais d’interprétation dus a I’utilisation de différentes techniques d’isolation d’EVs.

4.3.  Traitements

a) Traitements classiques de I'IRC

Afin de pallier la perte des fonctions rénales des patients atteints d’IRC, deux traitements

de suppléance sont trés couramment utilisés : la dialyse ou la transplantation rénale.

La dialyse permet 1’épuration du sang des différents déchets accumulés au sein de
I’organisme du patient. Il existe deux types de dialyse, la dialyse péritonéale ainsi que
I’hémodialyse. Lors d’une dialyse péritonéale, un cathéter est inséré au sein de ’abdomen qui
est une zone richement vascularisée. Un liquide appelé dialysat est alors injecté au sein de la
cavité abdominale du patient. Le péritoine abdominal agit alors comme une membrane filtrante
favorisant ainsi les échanges entre le dialysat et le sang, 1’¢limination des déchets et donc
I’épuration du sang. L’hémodialyse quant a elle consiste a faire passer le sang du patient dans
un systéme extracorporel appelé dialyseur qui agit alors comme un rein artificiel en retenant les
déchets et en ¢liminant I’exces d’eau. Le sang filtré est ensuite réinjecté au sein de 1’organisme
du patient. L’hémodialyse est la technique la plus utilisée en France. En effet, selon le rapport
annuel 2019 du réseau R.E.LLN., 50 501 patients ont suivi un traitement par dialyse et 94 %

d’entre eux ont été traités par hémodialyse [52].

La transplantation rénale représente la meilleure option thérapeutique pour les patients
IRC au stade terminal de la maladie. En effet, elle permet d’améliorer considérablement leur

qualité et leur espérance de vie.
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Des traitements immunosuppresseurs sont cependant nécessaires chez les transplantés rénaux
afin d’éviter tout rejet de greffe. Selon le rapport 2019 du réseau R.E.LLN., un peu plus de
40 000 patients atteints d’IRC sont porteurs d’un greffon [52].

b) Traitements classiques de la CV

Les CV étant des prédicteurs importants de mortalité cardiovasculaire chez les patients
atteints d’IRC, la prise en charge thérapeutique de cette complication reste indispensable.

Aucun traitement curatif des CV n’existe a ce jour pour les patients atteints d’IRC.

Les stratégies thérapeutiques actuelles consistent par conséquent a prendre en charge les
différents facteurs de risque liés aux CV tels que I’hypertension a 1’aide d’antihypertenseurs
(bétabloquants par exemple), le diabéte a 1’aide d’antidiabétiques (metformine, glinides,
sulfamides hypoglycémiants ...) ou la dyslipidémie a I’aide d’hypolipémiants (statines,

¢zétimibes...).

Différents traitements permettent également de prendre en charge les dérégulations du

métabolisme minéral retrouvées chez les patients atteints de CV.

Un des traitements utilisé contre les CV chez les patients atteints d’IRC sont les
calcimimétiques [192]. Ces molécules sont en effet capables de se lier au récepteur sensible au
calcium (CaSR) et d’augmenter ainsi la sensibilité des cellules de la parathyroide au calcium
extracellulaire entrainant en retour une diminution de la production de la PTH, de la calcémie

et de la phosphatémie [192].

Les chélateurs du phosphate tels que le sévélamer permettent également de diminuer
la CV chez les patients atteints d’IRC [193]. Le sévélamer se lie au phosphate et permet
d’empécher son absorption ce qui favorise alors le traitement de I’hyperphosphatémie retrouvée

chez les patients IRC atteints de CV [193].

Un autre moyen d’améliorer la prise en charge des patients atteints de CV est
I’utilisation de bisphosphonates [194]. En effet, ces molécules permettent d’inhiber la
résorption osseuse et sont couramment utilisées dans le traitement de 1’ostéoporose et des
fractures osseuses [194]. Cependant, différentes études suggerent un potentiel thérapeutique de
ces bisphosphonates dans le traitement des CV [194]. Les bisphosphonates tels que 1’étidronate
permettraient notamment de limiter la progression des calcifications coronariennes et aortiques

chez les patients hémodialysés [194].
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La vitamine K représente également un moyen thérapeutique contre les CV chez les
patients atteints d’IRC [192]. En effet, la vitamine K est un cofacteur essentiel impliqué dans
la carboxylation de la protéine MGP qui devient active et peut alors exercer son activité anti-
calcifiante [192]. Différentes études cliniques ont mis en évidence une activation de la protéine
MGTP ainsi qu’une diminution des CV aprés un traitement a la vitamine K chez des patients

atteints d’IRC [192].

¢) Potentiel thérapeutique des EVs

Etant donné leur role dans la physiopathologie de I'IRC et la CV, les EVs représentent
une cible thérapeutique intéressante. De nombreuses molécules pharmacologiques peuvent
d’ailleurs étre utilisées pour inhiber soit la sécrétion des EVs soit I’interaction des EVs avec la

cellule réceptrice [108,195] (Figure 33).
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Figure 33 : Agents pharmacologiques inhibant (A) la sécrétion des vésicules
extracellulaires (EVs) ou (B) leur interaction avec la cellule réceptrice [108].

Les cellules progénitrices présentent un grand intérét en thérapeutique mais leur
utilisation entraine de nombreux problémes d’immunogénicité. Les EVs sécrétées par les
cellules progénitrices possedent un potentiel thérapeutique intéressant car elles permettraient
de s’affranchir de ces effets indésirables. Différentes études ont montré un réle protecteur des
EVs de cellules progénitrices endothéliales (EPCs) sur la progression de I’IRC [196-199].
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De plus, différentes études ont démontré de nombreux intéréts thérapeutiques des EVs

de CSM [200,201].

Ainsi, Nassar et al. ont montré une amélioration du DFG estimé, une diminution de la
créatininémie et de I’urémie ainsi que du ratio créatinine/albumine urinaire apreés administration
de deux doses d’EVs dérivées de CSM a un groupe de 20 patients atteints d’IRC au stade 3 et
4 [202]. De plus, une augmentation significative des taux plasmatiques de TGF-B1 et d’IL-10
ainsi qu’une diminution significative des taux plasmatiques de TNF-o ont été retrouvées dans

le groupe de patients aprées traitement avec les EVs de CSM [202].

Le role protecteur de microvésicules de CSM a également été montré dans un modele
in vivo d’insuffisance rénale aigué induite chez des rats par ischémie reperfusion et pouvant
mener a ’IRC [203]. En effet, ces EVs améliorent la fonction rénale en inhibant 1’apoptose
ainsi que la fibrose rénale et en stimulant la prolifération cellulaire épithéliale tubulaire [203].
He et al. ont aussi mis en évidence un effet bénéfique de microvésicules de CSM dans un
modeéle de souris IRC induite par néphrectomie subtotale 5/6°™ [204]. Ces microvésicules
permettent notamment de diminuer la fibrose, les infiltrats lymphocytaires et 1’atrophie
tubulaire chez ces souris IRC [204]. De plus, les microvésicules dérivées de CSM rénales
inhibent I’EndMT, la fibrose rénale et I’infiltration cellulaire inflammatoire dans un modéle in
vivo I’IRC par obstruction urétérale unilatérale [205]. D’autres études in vivo ont mis en

¢vidence des effets protecteurs des EVs de CSM dans I’IRC [206-209].

Les EVs peuvent aussi étre utilisées comme vecteurs de biomolécules pharmaceutiques
[210]. Elles pourraient avoir de nombreux avantages en clinique : leur bicouche lipidique
permet de protéger leur contenu d’une dégradation potentielle ; elles présentent une faible
immunogénicité et toxicité ; elles sont capables de traverser différentes barriéres anatomo-
physiologiques telles que la barriére hémato-encéphalique [211]. De plus, elles peuvent délivrer
des ARN interférents [211,212] ou des micro-ARN [213] régulant ainsi différentes voies de
signalisation intracellulaire. Cependant, il existe actuellement trés peu d’études cliniques
utilisant les EVs comme vecteurs thérapeutiques en raison d’une absence de protocole

standardisé. Des études supplémentaires sont donc encore nécessaires.
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Hypothéses et Objectifs

1. Rationnel de I’étude

Les patients IRC présentent non seulement une augmentation du risque d’athérosclérose
mais également des mécanismes accélérés de CV. Les CV retrouvées chez les patients atteints
d’IRC sont associées a un état inflammatoire et I’induction d’un stress oxydant important. Deux
types cellulaires majeurs sont impliqués dans la physiopathologie des CV a savoir les CMLV
et les macrophages. Les CMLV représentent I’un des acteurs majeurs du développement des
CV via notamment leur potentiel a se dédifférencier en cellules ostéogéniques. Les
macrophages jouent également un réle régulateur important dans la survenue, le développement
et la progression des CV chez les patients atteints d’IRC. Ces cellules sont capables de changer

de phénotype et de sécréter différents facteurs pro-calcifiants.

Comme décrit précédemment, de nombreuses études ont mis en évidence un role majeur
des EVs dans la physiopathologie de I'IRC, les mécanismes de CV et dans les processus
d’inflammation et de stress oxydant via notamment le transport de différentes biomolécules.
Chez les patients atteints d’IRC et de CV, la majorité des études ont montré une augmentation
du nombre des EVs ainsi qu’une modification de leur contenu pro-calcifiant favorisant ainsi la

progression des CV.

D’autres études se sont intéressées plus particulierement aux roles des EVs sécrétées par
les macrophages lors du processus de CV. En effet, ces EVs exerceraient une action pro-
calcifiante et seraient impliquées dans la formation de microcalcification. Cependant, aucune
¢tude ne s’est intéressée aux effets directs des EVs de macrophages sur la calcification des
CMLYV environnantes et la propagation des mécanismes d’inflammation et de stress oxydant

entre ces deux types cellulaires.

La problématique de ce projet de recherche est donc de déterminer le role et le
mécanisme d’action des EVs produites par les macrophages, cellules impliquées dans les
processus d’inflammation et de stress oxydant, sur les cellules a I’origine des CV a savoir les

CMLV.
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II1. Objectifs de I’étude

Afin de déterminer le réle et le mécanisme d’action des EVs de macrophages sur la
propagation de I’inflammation et du stress oxydant au cours de la CV, nous avons défini trois

objectifs principaux :

s 1" Objectif : Mise au point d’un modéle cellulaire de linflammation et de stress

oxydant

Pour ce faire, nous avons utilisé une lignée murine de macrophages (RAW 264.7) traitée
avec du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK), ligand spécifique du récepteur de la réponse immune
innée, le TLR4, dont I’activation est a 1’origine d’une réponse inflammatoire. Nous avons
¢galement traité les macrophages avec 1’homocystéine, toxine urémique accumulée chez les
patients atteints d’IRC. L’induction de I’inflammation a été mise en évidence par 1’analyse de
I’expression de différentes cytokines pro-inflammatoires. Le stress oxydant a, quant a lui, été
mesuré par [’étude de [D’expression de molécules impliquées dans le systeme
antioxydant/oxydant mais également par la production de ROS tels que I’O>™.

% 2°me¢_Qbjectif : Biogenése et caractérisation des EVs sécrétées en conditions pro-

inflammatoires et pro-oxydantes

L’expression de différents marqueurs de la biogenese des EVs a été analysée afin
d’¢étudier I’effet de I’induction d’une réponse inflammatoire et d’un stress oxydant sur la
production des EVs par les macrophages. Les EVs de macrophages ont été récoltées par
ultracentrifugation et caractérisées a I’aide de différentes techniques afin de s’assurer de la
présence d’EVs dans nos échantillons. Enfin, le contenu protéique des EVs sécrétées par les
macrophages a €t¢ analysé par spectrométrie de masse et a I’aide d’un kit multiplex spécifique
d’un panel de 10 cytokines pro-inflammatoires.

% 3%me Qbjectif : Roles et mécanismes d’action des EVs sécrétées par les macrophages
dans la propagation de l’inflammation, du stress oxydant et dans I’aggravation de la

CVdes CMLV

Afin de répondre au dernier objectif de notre projet de recherche, nous avons traité une
lignée murine de CMLV (MOVAS-1) avec les EVs sécrétées par les macrophages traités ou
non et étudi¢ la réponse inflammatoire et le stress oxydant des CMLV. De plus, les effets de
ces EVs sur I’aggravation de la calcification des CMLV ont également été étudiés. Ce projet
pourrait permettre d’identifier une nouvelle cible thérapeutique afin de limiter la CV chez les

patients.
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Materiels et Méthodes

L’ensemble des réactifs utilisés proviennent de Sigma—Aldrich®, Saint-Louis, Missouri,

Etats-Unis sauf indication contraire.

I. Culture cellulaire

1. Les macrophages

La lignée cellulaire murine de macrophages RAW 264.7 (ATCC® TIB-71", Manassas,
Virginie, Etats-Unis) a été utilisée dans le cadre de ce projet de thése. Les cellules sont cultivées
a37°Ceta5 % de CO:2 dans le milieu dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM 6546)
contenant 4,5 g/L de glucose et supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal décomplémenté
(SVF ; Eurobio®, Les Ulis, France), 4 mM de glutamine (Eurobio®, Les Ulis, France), 100
Ul/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine. Un changement de milieu est réalisé tous
les 2 jours. Une fois a confluence, les cellules, cultivées dans des flasques de culture de 75 cm?,
sont lavées avec du Phosphate Buffered Saline (PBS) puis détachées par décollement
mécanique a ’aide d’un grattoir. Les cellules sont ensuite centrifugées a 180 g pendant 5
minutes a température ambiante. Elles sont ensuite reprises dans du milieu DMEM 6546
supplémenté avec 10 % de SVF, comptées puis ensemencées dans des flasques de 75 cm? 3 une

densité de 5 000 cellules par cm?.

Traitement des cellules

Les cellules sont incubées avant les traitements et pendant 24 heures dans du milieu
DMEM 6546 supplémenté avec 0,5 % de SVF ce qui permet de synchroniser les cellules au

méme stade du cycle cellulaire.

o Etude de l'effet du LPS-EK

Les macrophages sont incubés dans du milieu DMEM 6546 supplémenté avec 0,5 % de
SVF en présence ou non de LPS-EK (InvivoGen®, San Diego, Californie, Etats-Unis) aux

concentrations de 0,1 pg/mL et 1 pg/mL pendant 6 heures.
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e Etude de I'effet de I’homocystéine

Les concentrations utilisées pour 1’homocystéine correspondent aux concentrations
retrouvées en clinique et définies par I’EUTox (www.uremic-toxins.org). Les cellules ont ainsi
¢té¢ incubées pendant 24 heures avec [’homocystéine aux concentrations de 10,5 pM

(concentration normale) et 45,2 uM (concentration urémique).

2. Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV)

La lignée cellulaire murine de CMLV aortiques MOVAS-1 (ATCC®, CRL-2797",
Manassas, Virginie, Etats-Unis) a été utilisée dans le cadre de notre étude. Les cellules
MOVAS-1 sont cultivées a 37 °C et a 5 % de CO; dans du milieu DMEM 6546 supplémenté
avec 10 % de SVF, 4 mM de glutamine, 100 UI/mL de pénicilline, 100 ng/mL de streptomycine
et 200 pg/mL de généticine (G418). Le milieu de culture des cellules est remplacé tous les 2
jours. Aprés confluence, les CMLV sont lavées 3 fois avec du PBS puis décollées par ajout
d’une solution de trypsine-EDTA (0,05 % et 0,02 % respectivement ; PAN-Biotech®,
Aidenbach, Allemagne). Aprés 5 minutes d’incubation a 37 °C, du milieu DMEM 6546
contenant 10 % de SVF est ajouté dans le flasque de cellules afin d’inhiber 1’action de la
trypsine. Les cellules sont ensuite comptées et ensemencées dans des flasques de culture de 75

cm? a une densité de 5 000 cellules par cm?.
Afin d’étudier I’effet des EVs de macrophages sur les CMLV, ces derniéres sont traitées,

pour chacune des expérimentations, avec une quantit¢ d’EVs provenant d’un méme volume de

surnageant de culture cellulaire de macrophages.
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II. Test de viabilité cellulaire (WST-1)

La viabilit¢ des cellules aprés traitement (LPS-EK ou homocystéine pour les
macrophages, EVs pour les CMLV) a été mesurée a 1’aide d’un test colorimétrique utilisant le
sel de tétrazolium (WST-1). Le sel de tétrazolium est un composé jaune pale qui, une fois clivé
par les déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes se transforme en un composé

soluble de couleur orange : le formazan (Figure 34).

I : ,NO: : /@/”02

—N Dehydrogenase NH
N > Il |
" /\ "
SO:Na mPMS-H mPMS S0O;Na
NAD +Mnnﬂ
S0O:Na SO:Na
WST-1 Formazan

Figure 34 : Schéma du mécanisme de réduction du WST-1 en formazan [214].

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits a une densité de 7 500 cellules par
puits dans du milieu DMEM 6546 contenant 10 % de SVF. Apres 48 heures, le milieu est
remplacé par du milieu DMEM 6546 contenant 0,5 % de SVF afin de synchroniser les cellules.
Les cellules sont ensuite traitées avec les différents inducteurs aux concentrations et temps
décrits précédemment. Le diméthylsulfoxyde a 10 % (DMSO) est utilisé comme contrdle positif
de perte de viabilité cellulaire. Les cellules sont ensuite mises en présence de la solution de
WST-1 (1/10°™ dans du milieu DMEM 6546) pendant 1 heure a 37 °C. Puis, I’absorbance est
mesurée a 450 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques Envision Microplate Reader (Perkin
Elmer®, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) et est proportionnelle a la quantité de cellules

vivantes.
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III. Etude de I’expression génique

1. Extraction des ARN totaux

Aprées traitement, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS froid sur la glace.
Elles sont ensuite grattées dans 1 mL de TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Le lysat ainsi obtenu est homogénéisé par 10 allers-
retours a 1’aide d’une aiguille 20 g. Un volume de 200 ul de chloroforme est ensuite ajouté au
lysat. Aprés homogénéisation par retournement pendant 15 secondes, le mélange est incubé
pendant 3 minutes a température ambiante. Le lysat est ensuite centrifugé a 12 000 g pendant
15 minutes a +4 °C.

Cette centrifugation permet d’obtenir trois phases : une premicre phase organique
contenant le TRIzol et le chloroforme, une interphase contenant les acides
désoxyribonucléiques (ADN) et une phase aqueuse incolore contenant les ARN totaux. Cette
phase incolore est alors transférée dans un nouveau tube et 0,5 mL d’isopropanol sont ajoutés.
Le mélange est homogénéisé 8 fois par retournement puis incubé 10 minutes a température
ambiante. Afin de précipiter les ARN, une centrifugation a 12 000 g pendant 10 minutes a
+4 °C est réalisée. Le culot d’ARN totaux ainsi obtenu est lavé 2 fois par ajout d’éthanol a
70 % (VWR International®, Radnor, Pennsylvanie, Etats-Unis) et centrifugé a 7 500 g pendant
5 minutes a +4 °C. Enfin, le culot d’ARN totaux est repris dans de I’eau stérile dépourvue de

RNase et DNase (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis).

2. Dosage des ARN totaux

Le dosage des ARN totaux est réalisé par spectrophotométrie a I’aide du NanoVue™
Plus (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) avec 2 pl d’échantillon.
L’absorbance mesurée a 260 nm est proportionnelle a la quantit¢ d’ARN. Les ratios
260/280 nm et 260/230 nm sont également mesurés afin de s’assurer de la pureté de
I’échantillon. Le ratio 260/280 nm qui doit étre compris entre 1,8 et 2 permet de vérifier
I’absence de protéines et le ratio 260/230 nm compris entre 1,8 et 2,2 nous assure de 1’absence
de contamination par les solvants. Les échantillons d’ARN sont ensuite congelés a -80 °C

jusqu’a analyse ultérieure.
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3. Synthese de I’ADNCc par reverse transcription (RT)

Les ARNm sont ensuite retranscrits en ADN complémentaire (ADNc) par Reverse
Transcription (RT) a I’aide du kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) selon les recommandations du fournisseur. Briévement,
1 ng d’ARN totaux est ajouté a 20 pl de tampon contenant des désoxyribonucléotides
triphosphate (ANTP), des random primers et la transcriptase inverse. La RT est réalisée a I’aide
du thermocycleur iCycler (Bio-Rad®, Hercules, Californie, Etats-Unis) selon le programme
suivant : 10 minutes a 25 °C, 2 heures a 37 °C et 5 minutes a 85 °C. Les échantillons d’ADNc¢

sont ensuite conservés a +4 °C avant d’étre congelés a -20 °C jusqu’a analyse ultérieure.

4. Amplification des ADNc par quantitative polymerase chain

reaction (qPCR)

L’expression des différents génes d’intérét est analysée par quantitative polymerase
chain reaction (QPCR). Brievement, 2,5 pl d’échantillon d’ADNc préalablement dilués au
1/10°™ sont incubés avec 7,5 pl d’un mix de qPCR contenant du Takyon™" (Eurogentec®, Licge,
Belgique), de I’eau stérile RNase-DNase free et des amorces spécifiques des geénes d’intérét

préalablement diluées au 1/10°™ (Tableau 4).

La qPCR est réalisée a 1’aide du thermocycleur CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad®, Hercules, Californie, Etats-Unis) selon le programme suivant : 10 minutes
a 95 °C puis 40 cycles d’amplification avec une premicre étape a 95 °C pendant 15 secondes
permettant la dénaturation de I’ADNc, une étape d’hybridation des amorces a 60 °C pendant
1 minute puis 1’étape d’¢longation a 72 °C pendant 30 secondes. Le géne de la f-actine est
utilis€ comme gene de ménage afin de normaliser les différents résultats obtenus pour les genes

d’intérét.
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Genes
Séquence sens Séquence antisens
d’intérét
IL-6 5’- AGCCAGAGTCCTTCAGAGAGATAC -3' 5’- AATTGGATGGTCTTGGTCCTTAGC -3'
IL-1p 5’- ACCTTCCAGGATGAGGACATGA -3’ 5’- CTAATGGGAACGTCACACACCA -3’
TNF-a 5’- ATGAGAAGTTCCCAAATGGCC -3 5’- CCACTTGGTGGTTTGCTACGA -3’
MIP-2 5’- CTGGGGAGAGGGTGAGTTG -3' 5’- GCTGTTCTACTCTCCTCGGTG -3’
NLRP3 5’- ATTACCCGCCCGAGAAAGG -3’ 5’- CATGAGTGTGGCTAGATCCAAG -3’
SOD-1 5’- GTGCAGGGAACCATCCACTT -3' 5’- GTCCTGACAACACAACTGGTTCA -3’
SOD-2 5’- GCGGCCTACGTGAACAATCT -3’ 5’- ATATGTCCCCCACCATTGAACT -3’
iNOS 5’- CCCTTCAATGGTTGGTACATGG -3’ 5’- ACATTGATCTCCGTGACAGCC -3’
Nox-2 5’- CTGCTCTCCTTTCTCAGGGGT -3 5’- GTGTGCAGTGCTATCATCCAA -3’
Nrf2 5’- TTCTTTCAGCAGCATCCTCTCCAC -3’ 5’- ACAGCCTTCAATAGTCCCGTCCAG -3
Keapl 5’- ACGTCCTCGGAGGCTATGAT -3’ 5’- TTTGCTTCCGACAGGGTTCC -3’
SMPD3 5’- AGAAACCCGGTCCTCGTACT -3’ 5’- CCTGACCAGTGCCATTCTTT -3’
phospho-1 5’- TTCTCATTTCGGATGCCA -3’ 5’- TGAGGATGCGGCGGAAT -3’
TNAP 5’- CTGCCACTGCCTACTTGTGT -3’ 5’- GATGGATGTGACCTCATTGC -3°
ULK1 5’- CCAGGCAGACATTGAGAACA -3 5’- GTTGGCAGCAGGTAGTCAGG -3’
AtgS 5’- GCCGAACCCTTTGCTCAATG -3 5- TGGTCACCTTAGGAAATACCCAC -3’
LC3a 5’- AGCTTCGCCGACCGCTGTAAG -3° 5’- CTTCTCCTGTTCATAGATGTCAGC -3’
LC3b 5- CGGAGCTTTGAACAAAGAGTG -3’ 5’- TCTCTCACTCTCGTACACTTC -3’
Beclin-1 5’-TTTTCTGGACTGTGTGCAGC -3’ 5’- GCTTTTGTCCACTGCTCCTC -3’
po2 5’- GCTCAGGAGGAGACGATGAC -3’ 5’- AGAAACCCAAGGACAGCATC -3°
Osx 5’- AGCGACCACTTGAGCAAACAT -3' 5’- GCGGCTGATTGGCTTCTTCT -3’
OCN 5’- GACCGCCTACAAACGCATCT -3’ 5’- GGGCAGCACAGGTCCTAAATAGT -3’
BMP-2 5’- AGCTGCAAGAGACACCCTTT -3’ 5’- CATGCCTTAGGGATTTTGGA -3’
Runx2 5- AGGCACAGACAGAAGCTTGATG -3> | 5’- GCGATCAGAGAACAAACTAGGTTAGA -3’
o-SMA 5’- TGTGCTGGACTCTGGAGATG -3' 5’- GAAGGAATAGCCACGCTCAG -3'
SMemb 5’- CGCGCCAACTGAAAGACAAA -3’ 5’- TCCACGTCCTTCCAAAGCTC -3°
VIM 5’- GAAATTGCAGGAGGAGATGC -3’ 5’- TCCACTTTCCGTTCAAGGTC -3’
MGP 5’- ATGAAGAGCCTGCTCCCTCT -3’ 5’- ATATTTGGCTCCTCGGCGCT -3°
B-actine 5’- AGAGGGAAATCGTGCGTGAC -3’ 5- CAATAGTGATGACCTGGCCGT -3'

Tableau 4 : Liste des séquences d’amorces utilisées lors de la quantitative polymerase
chain reaction (qPCR).

84




Materiels et Méthodes

IV. Etude de I’expression protéique

1. Extraction protéique

Aprées incubation avec les différents inducteurs, les cellules sont lavées délicatement
deux fois avec du PBS froid sur de la glace. Puis, elles sont grattées dans le tampon de lyse
protéique Radio-ImmunoPrecipitation Assay (RIPA) contenant de ’eau, 1 % de désoxycholate
de sodium (DOC), 1 % de triton X-100, 150 mM de chlorure de sodium (NaCl ; VWR
International®, Radnor, Pennsylvanie, Etats-Unis), 5 mM d’EDTA (Merck®, Darmstadt,
Allemagne), 0,1 % de sodium dodécyl sulfate (SDS ; VWR International®, Radnor,
Pennsylvanie, Etats—Unis), 20 mM d’HEPES pH 7,4, 20 mM de fluorure de sodium (NaF),
20 mM de B-glycérophosphate, 4 mM de sodium orthovanadate, 100 pl de sodium
pyrophosphate, 100 ul d’inhibiteur de protéases. Le lysat obtenu est ensuite soniqué et
centrifugé a 16 060 g pendant 5 minutes a +4 °C. Le surnageant contenant les protéines est

ensuite transvasé dans de nouveaux tubes et congelé a -20 °C jusqu’au dosage.

2. Dosage protéique

La concentration protéique totale des échantillons est déterminée par un dosage
colorimétrique a 1’aide du kit BCA" Protein Assay (Pierce ; Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Ce kit repose sur la détection d’un composé coloré en
pourpre, 1’acide bicinchoninique qui est formé aprés réduction par les protéines des ions
cuivriques Cu?* en ions Cu’ (Figure 35). L’acide bicinchoninique possédant une absorbance
maximale a 562 nm, 1’absorbance mesurée des différents échantillons permet donc de

déterminer la concentration protéique totale.
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Figure 35 : Schéma du dosage protéique par la méthode BCA [215].

Afin d’évaluer la concentration protéique de nos échantillons, une gamme d’étalonnage
(de 5.107 4 3.10 pg/ul) est réalisée a I’aide d’une solution mére de bovine serum albumin
(BSA) a une concentration de 2 mg/mL. Puis, 2 pl d’échantillon ou de gamme sont déposés en
plaque 96 puits et 200 ul de réactif du kit BCA™ Protein Assay sont ajoutés. Les échantillons
sont ensuite incubés pendant 15 minutes a 56 °C et ’absorbance est mesurée a 570 nm a I’aide

du lecteur de microplaques Envision Microplate Reader.
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3. Précipitation des protéines

Apres le dosage protéique, les échantillons sont précipités afin de concentrer les
protéines et optimiser 1’analyse des protéines d’intérét par Western Blot. Brieévement, a 100 pg
de protéines sont ajoutés 400 pl de méthanol et 100 pl de chloroforme. Les échantillons sont
ensuite centrifugés a 16 060 g pendant 5 minutes a température ambiante. Le culot protéique
obtenu est ensuite repris dans une solution contenant de 1’eau, du Laemmli 4X et du -
mercaptoéthanol. Les échantillons sont ensuite incubés a température ambiante pendant 1 heure

puis conservés a -20 °C jusqu’a analyse ultérieure.

4. Western Blot

L’expression des différentes protéines d’intérét a été analysée en Western Blot. Les
¢chantillons protéiques obtenus apres précipitation sont chauffés a 99 °C pendant 5 minutes
afin de dénaturer les protéines.

Les gels de séparation et de concentration sont préparés par ajout dans un volume d’eau,
d’acrylamide, de tris base (Merck®, Darmstadt, Allemagne), de SDS 10 % et d’ammonium
persulfate 10 %. Un activateur de polymérisation, le TEMED, est ajouté juste avant de couler
les gels. Le pourcentage d’acrylamide dans le gel de séparation est déterminé en fonction du
poids moléculaire de la protéine d’intérét. Plus le poids moléculaire de la protéine d’intérét est
élevé et plus le pourcentage d’acrylamide ajouté est faible. Pour des protéines de poids
moléculaire compris entre 0 et 30 kDa, des gels de 12 % d’acrylamide sont utilisés alors que
pour les protéines de poids moléculaire compris entre 40 et 60 kDa, 10 % d’acrylamide sont
ajoutés dans le gel.

Puis, 50 pg d’extrait protéique sont déposés dans les puits du gel d’acrylamide. Les
protéines sont séparées par migration électrophorétique a 90 V pendant 2 heures. Apres
migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) par transfert semi-liquide a4 60 V pendant
2 heures. Une coloration des protéines au rouge ponceau est ensuite réalisée afin de s’assurer
du transfert des protéines du gel vers la membrane de nitrocellulose.

La membrane contenant les protéines est ensuite saturée pendant 1 heure a température
ambiante sous agitation lente dans une solution de Tris Buffered Saline Tween (TBST)
contenant 50 mM de tris/acide chlorhydrique (HCI), 150 mM de NaCl, 0,1 % de Tween 20 et 5
% de lait ou de BSA (Euromedex®, Souffelweyersheim, France). Cette étape de saturation

permet de bloquer tous les sites non-spécifiques de la membrane.
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La membrane est ensuite incubée dans une solution de TBST contenant I’anticorps
primaire (Tableau 5) a +4 °C pendant une nuit, sous agitation lente. Trois ringages au TBST
sont ensuite réalisés puis la membrane est incubée avec ’anticorps secondaire adéquat couplé
a la peroxidase de raifort (HRP) pendant 1 heure a température ambiante sous agitation lente.

La membrane est de nouveau lavée 3 fois au TBST.

Anticorps Référence Dilution
Sigma-Aldrich® 1/10 000
Rabbit anti-SMPD3
SAB2102245 5 % lait
GeneTex® 1/1000
Rabbit anti-CD9
GTX55564 5% BSA
Anticorps Santa Cruz Biotechnology, Inc.® 1/1000
Goat anti-CDS81
primaires sc-31234 5% BSA
Rabbit anti- Sigma-Aldrich® 1/1000
p062/SOSTM1 P0067 5% BSA
Sigma-Aldrich® 1/5000
Mouse anti [-actine
A1978 5% BSA
Goat anti-rabbit | Santa Cruz Biotechnology, Inc.®
1/5000
IgG-HRP sc-2004
Anticorps Goat anti-mouse Santa Cruz Biotechnology, Inc.® 1/5000
secondaires IgG-HRP sc-2005
Rabbit anti-goat Southern Biotech®
1/5000
leG(H+L)-HRP 6160-05

Tableau S : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour le Western Blot.

La révélation des

bandes

correspondant

aux protéines

réalisée

par

chimioluminescence a 1’aide du systéme de détection ECL™ Western Blotting Detection

Reagents et de I’appareil ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad®, Hercules, Californie,

Etats-Unis). Les bandes protéiques sont ensuite détectées et quantifiées en utilisant le logiciel

Image Lab (Bio-Rad®, Hercules, Californie, Etats-Unis). L’expression de la protéine B-actine

est également analysée afin de normaliser 1’expression des protéines d’intérét entre les

différentes conditions.
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V. Préparation des vésicules extracellulaires (EVs)

1. Isolation des EVs

Les macrophages (RAW 267.4) sont ensemencés dans des boites de pétri de 10 cm de
diamétre et cultivés en présence ou non de traitement dans du milieu DMEM 6546 supplémenté
avec 10 % de SVF déplété en exosomes (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, Massachusetts,
Etats-Unis). Les EVs sont ensuite isolées a partir du surnageant de culture de ces macrophages

traités ou non.

Un premier protocole d’isolation d’EVs décrit par Théry et al. [216], a été testé sur nos
surnageants de culture cellulaire. Ce protocole consistant en plusieurs étapes successives de
centrifugation et d’ultracentrifugation permet d’isoler les différentes sous-populations d’EVs :

corps apoptotiques, microvésicules et exosomes.

Malheureusement, comme dans notre modele cellulaire nous travaillons sur des temps
courts de traitement (6 heures pour le LPS-EK et 24 heures pour ’homocystéine), la quantité
d’EVs sécrétées par les cellules est faible et par conséquent ce protocole d’isolation d’EVs ne
nous a pas permis d’obtenir des quantités suffisantes des différentes sous-populations d’EVs
pour nos expériences ultérieures. C’est pourquoi, nous avons utilisé le protocole d’isolation de
I’ensemble des EVs décrit par Chen ef al. [217], qui nous a ainsi permis de récolter une plus
grande quantité d’EVs (Figure 36). Brievement, apres traitement, le surnageant de culture
cellulaire est récolté et centrifugé a 800 g pendant 5 minutes a +4 °C afin d’éliminer les débris
cellulaires. Puis, une premiere étape d’ultracentrifugation est réalisée a 100 000 g pendant
50 minutes a +4 °C. Le culot total d’EVs obtenu est ensuite repris dans du PBS froid et une
deuxiéme étape d’ultracentrifugation est réalisée dans les mémes conditions que
précédemment. Le culot d’EVs est ensuite repris soit dans du PBS soit dans un tampon de lyse
protéique RIPA selon le besoin de I’expérimentation ultérieure puis congelé a -80 °C jusqu’a

analyse.
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Figure 36 : Protocole d'extraction des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages.
rigure 56 :

2. Caracterisation des EVs

2.1. Analyse des EVs par microscopie électronique en transmission

TEM

La morphologie des EVs a été analysée par microscopie électronique en transmission
(TEM) en utilisant la méthode classique de coloration négative. En effet, cette technique permet
d’analyser la morphologie de particules telles que les EVs en utilisant des sels de métaux lourds
tels que I’acétate d’uranyle (Figure 37). Ce contrastant se lie a la surface des particules et dévie
les ¢électrons au sein du microscope ce qui permet d’obtenir un contraste entre les particules a

visualiser et le reste de la photographie.
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Figure 37 : Protocole de coloration négative pour une analyse par microscopie
électronique en transmission (TEM).

(http://uranyless.com/fr/la-coloration-negative/)
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Les EVs ont été isolées comme décrit précédemment et reprises dans 50 pl de tampon
Tris Base (100 mM, pH 7,4). Un volume de 10 pl d’échantillon est absorbé pendant deux
minutes sur une grille hexagonale de cuivre recouverte de Formvar et d’un film de carbone. Les
préparations sont ensuite incubées avec 1% d’acétate d’uranyle pendant 1 minute. Les grilles
sont ensuite analysées a 1’aide du microscope ¢€lectronique a transmission JEM-1400 80 kV
(JEOL Inc., Peabody, Massachusetts, Etats-Unis) et I’acquisition des images est réalisée a I’aide

de la caméra digitale Gatan Orius (Gatan Inc., Pleasanton, Californie, Etats-Unis).

2.2.  Analyse des EVs par crvo-microscopie électronique (cryo-EM)

Les EVs ont également été analysées par cryo-microscopie €lectronique (cryo-EM).
Cette technique peut étre utilisée afin d’analyser la morphologie mais également I’intégrité de
la bicouche lipidique des EVs. L’avantage majeur de cette technique est 1’absence d’utilisation
de colorant, de fixateur ou de rayons X. En effet, la grille de microscopie électronique contenant
les échantillons est congelée dans de 1’éthane liquide puis analysée a 1’aide d’un microscope

¢lectronique a transmission (Figure 38).
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Figure 38 : Principales étapes pour I’analyse d’échantillons biologiques par cryo-
microscopie électronique (cryo-EM) [218].
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Les EVs isolées sont reprises dans 50 pl de tampon Tris Base (100 mM, pH 7,4). Un
volume de 3 pl d’échantillons est déposé sur une grille de carbone 200 Mesh chargée dans une
chambre thermostatique d’un automate de cryofixation Leica EM-GP (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Allemagne) réglé a 20 °C et a 95 % d’humidité. La solution en exces est retirée
a I’aide d’un papier filtre whatman et la grille est immédiatement congelée dans de 1’éthane
liquide a -185 °C. Les échantillons sont ensuite transférés dans un porte-cryo Gatan 626 et
analysés a 1’aide du microscope électronique a transmission Jeol 2100 (JEOL Inc., Peabody,
Massachusetts, Etats-Unis), équipé d’une cathode LaB6 et fonctionnant a 200 kV. L’acquisition
des images est réalisée a 1’aide du logiciel SerialEM [219] (défocus compris entre 600 et

1000 nm, caméra CCD Gatan US4000).

2.3.  Analyse du suivi individuel de particules (NTA)

Une analyse du suivi individuel de particules (NTA) a été réalisée afin de déterminer la
concentration ainsi que la distribution par taille des EVs contenues dans nos différents
¢chantillons. Cette technique repose sur la capacité des particules a dévier la lumiére émise par
un faisceau laser (Figure 39). La taille des particules soumises a un mouvement Brownien
(interaction avec les molécules du fluide) est déterminée par I’appareil en calculant le diamétre

hydrodynamique a I’aide de I’équation de Stokes-Einstein.
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Figure 39 : Illustration schématique du dispositif d’analyse du suivi individuel de
particules (NTA) (a) et les différents résultats obtenus aprés analyse (b)(c)(d) [220].

Les EVs isolées sont reprises dans 50 ul de PBS. La distribution par taille des particules
ainsi que leur concentration ont été¢ déterminées a I’aide du NanoSight LM10-HS (Malvern
Instruments Ltd, Malvern, Royaume-Uni) selon les recommandations du fournisseur de
I’appareil. Brievement, chaque échantillon est inject¢é dans la chambre d’analyse. Les
¢chantillons sont analysés par ’appareil a température ambiante pendant 60 secondes. Chaque
expérience est répétée trois fois. Les données sont acquises et analysées a 1’aide du logiciel

NTA 2.2 Build 127 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Royaume-Uni).

2.4.  Analyse de [’activité acétylcholinestérase (AChE)

Afin de caractériser les EVs de macrophages, I’activité acétylcholinestérase (AChE) des
échantillons d’EVs a été analysée. En effet, selon I'ISEV, I’activit¢ AChE est un marqueur

spécifique d’EVs [9].
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Pour cela, une méthode colorimétrique décrite par Ellman et al. [221], a été utilisée
(Figure 40). L’ AChE hydrolyse I’acétylthiocholine ce qui permet la formation de thiocholine.
La thiocholine va a son tour réduire le 35,5-Dithiobis 2-nitrobenzoic acid (DNTB) en

nitrobenzoate qui absorbe a 450 nm.
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Figure 40 : Etude de I’activité acétylcholinestérase (AChE) par la méthode
colorimétrique d’Ellman et al. [222].

Des solutions d’acétylthiocholine et de DNTB sont préparées a une concentration de
75 mM et 10 mM respectivement. La solution réactionnelle finale est réalisée selon le ratio
150:2:5 afin d’obtenir une concentration finale d’1 mM d’acétylcholine et de 0,1 mM de DNTB
dans du PBS. Puis, 100 pl d’échantillon d’EVs sont déposés dans une plaque 96 puits et 200 pl
de solution réactionnelle sont ajoutés dans chacun des puits. Aprés une incubation de 15
minutes a température ambiante, I’absorbance est lue a 450 nm a ’aide du lecteur de

microplaques Envision Microplate Reader.

2.5.  Analyse de |'expression de molécules spécifiques des EVs

Selon I’'ISEV, différentes molécules spécifiques des EVs sont retrouvées au niveau
intra-vésiculaires ou membranaires [9]. Nous avons donc analysé€ I’expression protéique de

deux tétraspanines membranaires spécifiques d’EVs (CD9 et CD81) par Western Blot.
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VI. Etude du stress oxydant

1. Etude de la production des espéces réactives de ’oxygéne (ROS)

Les ROS (H202, 02", ONO;" ...) sont des molécules chimiques hautement réactives
produites lors de réactions biochimiques intracellulaires. Afin d’étudier la production
intracellulaire des ROS des macrophages traités avec les différents inducteurs, un test reposant
sur I’utilisation du diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 2°,7° (DCFH-DA) a été réalisé. Le
DCFH-DA est une molécule perméable capable de diffuser a travers la membrane cellulaire
(Figure 41). Une fois dans la cellule, les groupements acétates de cette molécule sont clivés
par des estérases intracellulaires. Lorsque la molécule obtenue (DCFH>) est oxydée en présence

de ROS, elle se transforme en molécule DCF fluorescente et donc détectable.
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Figure 41 : Schéma de la réaction d’oxydation du diacétate de
dichlorodihydrofluorescéine 2°,7° (DCFH-DA).

(https://docplayer.fr/72239158-Oxidative-stress-from-toxicity-to-cell-interactions.html)
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Les macrophages sont ensemencés dans une plaque opaque blanche de 96 puits a une
densité de 7 500 cellules par puits dans du milieu DMEM contenant 10 % de SVF. Du fait de
I’utilisation d’une plaque opaque, les cellules sont également ensemencées dans une plaque
transparente de 96 puits afin de suivre leur prolifération. Apres 48 heures, le milieu des cellules
est remplacé par du milieu DMEM contenant 0,5 % de SVF. Le lendemain, les cellules sont
lavées avec du PBS et traitées avec une solution de PBS contenant le DCFH-DA (Molecular
Probes®, Eugene, Oregon, Etats-Unis) a une concentration de 10 pM pendant 30 minutes a 37
°C. Les cellules sont de nouveau lavées avec du PBS et traitées avec les différents inducteurs
(LPS-EK ou homocystéine). Du H>O» a des concentrations de 50 et 500 uM est utilis€é comme
contrdle positif. Dans certaines expériences, les cellules ont également été traitées 1 heure avant
avec deux antioxydants : la N-acétyl-L-cystéine a une concentration de 10 mM et I’a-tocophérol
ou vitamine E a une concentration de 10 pg/mL. La fluorescence est mesurée a 1’aide du lecteur

de microplaques Envision Microplate Reader (Aex 492 nm, Agm 535 nm).

2. Etude de la production de ’anion superoxyde (i 0:")

Afin d’étudier plus particulierement la production intracellulaire de 1’O>™ par les
macrophages traités au LPS-EK ou a ’homocystéine, un test reposant sur 1’utilisation de la
molécule de dihydroéthidium (DHE) a été utilisé. Cette molécule perméable passe la membrane

cellulaire et est oxydée en présence d’O>™ en 2-hydroxyéthidium qui est alors fluorescent et

détectable (Figure 42).

Dihydroethidium (DHE) DHE radical 2-Hydroxyethidium (2-OH-E*)
Non-fluorescent Highly fluorescent

Figure 42 : Schéma de la réaction d'oxydation du dihydroéthidium (DHE) [223].

Le protocole utilisé est identique a celui permettant I’étude des ROS a la seule différence
que les cellules sont traitées avec une solution de PBS contenant le DHE (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) a une concentration de 10 uM pendant
1 heure a 37 °C. La fluorescence est mesurée a I’aide du lecteur de microplaques

Envision Microplate Reader (Aex 492 nm, Agm 615 nm).
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VII. Etude de la production du monoxvyde d’azote (NO)

La production intracellulaire de NO par les macrophages traités au
LPS-EK ou a I’homocystéine a été analysée en utilisant la molécule de diacétate de fluorescéine
(DAF-FM). Du fait de sa perméabilité, cette molécule diffuse a travers la membrane cellulaire.

En présence de NO, le DAF-FM non fluorescent, se transforme en un dérivé benzotriazole

fluorescent et détectable (Figure 43).
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Figure 43 : Détection du monoxyde d’azote (NO) intracellulaire par le diacétate de
fluorescéine (DAF-FM) [224].

Le protocole utilisé est proche de celui permettant 1’étude des ROS et de 'O, a la
différence que les cellules sont traitées dans une solution de Krebs-Ringer contenant le
DAF-FM a une concentration de 0,1 uM pendant 1 heure a 37 °C. De plus, les cellules sont
traitées avec 50 uM de L-arginine, substrat de ’inductible NO synthase (iNOS), enzyme
produisant le NO. Cela permet de s’assurer que les résultats obtenus ne sont pas la conséquence
d’un manque de substrat. La fluorescence est mesurée a 1’aide du lecteur de microplaques

Envision Microplate Reader (Mex 492 nm, Agm 535 nm).
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VIII. Etude de la calcification

Afin d’induire leur calcification, les CMLV MOVAS-1 sont cultivées pendant 7 ou
14 jours a 37 °C et a 5 % de CO2 dans du milieu DMEM 6546 supplémenté avec 1 % de SVF
et 4 mM de Pi (NaH,PO4-H20 ; Merck®, Darmstadt, Allemagne). Le milieu DMEM 6546

contenant 1’équivalent de 1 mM de Pi, seulement 3 mM de Pi sont ajoutés dans le milieu.

Pour étudier I’induction d’une calcification par le Pi au niveau des CMLV, un dosage
de calcium intracellulaire est réalisé par la méthode colorimétrique a 1’o-crésolphtaléine [225].
En milieu alcalin, I’o-crésolphtaléine forme un complexe coloré violet avec le calcium.
L’intensité de coloration de la solution obtenue est alors proportionnelle a la concentration de

calcium contenu dans 1’échantillon.

Une solution réactionnelle contenant du 2-Amino-2-methyl-1-propanol 0,5 M (AMP),
191 pg/mL d’o-crésolphthaléine complexone et 2,33 mg/mL de 8-hydroxyquinoline est
chauffée pendant 2 heures a 55 °C. Dans le méme temps, les cellules sont lavées deux fois avec
du PBS puis décalcifiées avec une solution d’HCl 0,6 N pendant 2 heures a température
ambiante. Puis, 25 pl d’échantillon ou de gamme de calcium Ca®" (de 4,4.10° 2 9,8.10 pg/ul)
sont déposés dans une plaque 96 puits. Un volume de 150 pl de solution réactionnelle est alors
ajouté dans chacun des puits. L’absorbance est lue immédiatement a 565 nm a I’aide du lecteur

de microplaques Envision Microplate Reader.

Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec du PBS et 50 ul d’hydroxyde de sodium
0,1 N (NaOH) sont ajoutés et incubés pendant 30 minutes sous agitation modérée afin de
réaliser par la suite un dosage des protéines totales selon la méthode de Peterson [226]. Une
solution contenant un méme volume de 2-chlorotrityl chloride (CTC), de NaOH 0,8 N, de SDS
10 % et d’eau est préparée et 500 ul de cette solution sont ajoutés a 50 pl d’échantillon ou d’une
gamme (de 0,1 a 1 mg/mL) réalisée a partir de BSA a 2 mg/mL. Aprés une incubation de
10 minutes a température ambiante, 250 ul de réactif de Folin sont ajoutés aux échantillons.
Apres 30 minutes d’agitation a température ambiante, I’absorbance est lue a 750 nm a I’aide du
lecteur de microplaques Envision Microplate Reader. Les résultats obtenus lors du dosage de
calcium intracellulaire sont alors normalisés par la concentration de protéines totales obtenue

apres le dosage de Peterson.
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IX. Etude de I’expression des cytokines pro-inflammatoires

Afin d’évaluer le profil inflammatoire des macrophages traités et des EVs sécrétées par
ces derniers, nous avons utilisé un kit de dosage multiplex (V-PLEX® K15048D, Meso Scale
Diagnostics®, Rockville, Maryland, Etats-Unis). Ce kit repose sur le principe de ’enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) et permet de doser dans nos échantillons protéiques issus
soit de macrophages contrdles ou traités (LPS-EK ou homocystéine) soit d’EVs sécrétées par

ces mémes cellules, un panel de 10 cytokines pro-inflammatoires dans un seul et méme puits

(Figure 44).
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Figure 44 : Principe général de la technologie MSD.

(https://www.mesoscale.com/en/products/v-plex-proinflammatory-panel-1-mouse-Kit-
k15048d)

Ce kit a été utilisé selon les recommandations du fournisseur. Brievement, 50 ul de
chaque point de gamme ou d’échantillons protéiques sont déposés dans une plaque 96 puits
fournie dans le kit MSD. Celle-ci est pré-coatée avec les anticorps de capture dirigés contre
différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-
a, IFN-y, KC-GRO) (Figure 44). Apres une incubation de 2 heures a température ambiante et
sous agitation modérée, les puits sont lavés trois fois avec du PBS contenant 0,05 % de
Tween-20. Puis, 25 pl de solution de détection sont ajoutés. Apreés 2 heures d’incubation a
température ambiante et sous agitation modérée, 3 lavages sont réalisés avec du PBS contenant
0,05 % de Tween-20. Enfin, 150 ul de tampon de lecture sont ajoutés dans chaque puit. La
plaque est ensuite analysée a 1’aide de 1’appareil MSD (Meso Scale Diagnostics®, Rockville,
Maryland, Etats-Unis).
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X. Analyse protéomique par spectrométrie de masse

1. Digestion protéique

Une analyse protéomique des échantillons d’EVs a été réalisée par spectrométrie de
masse afin d’étudier le contenu protéique des EVs sécrétées par les macrophages traités ou non.
Les EVs isolées sont resuspendues dans du tampon de lyse protéique RIPA. La digestion
protéique est réalisée sur 10 pg d’échantillons a 1’aide de la colonne microspin S-Trap™
(Protifi, Hutington, Etats-Unis), selon les recommandations du fournisseur. Briévement, les
échantillons ont été réduits avec 20 mM de tris (2-carboxyéthyl) phosphine (TCEP) et alkylés
avec 50 mM de chloracétamide (CAA) pendant 15 minutes a température ambiante. De 1’acide
phosphorique aqueux a ensuite été ajouté a une concentration finale de 1,2 % apres I’ajout d’un
tampon de liaison S-Trap™ (méthanol aqueux a 90 %, bromure de tétraéthylammonium
(TEAB) a 100 mm, pH 7,1). Les mélanges ont ensuite été chargés sur les colonnes S-Trap™
puis les échantillons ont ét¢ digérés avec 1 pug de trypsine (Promega, Madison, Wisconsin,

Etats-Unis) a 47 °C pendant 1 heure.

2. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

coupleée a la spectrométrie de masse

Apres ¢€lution, les peptides ont été séchés sous vide et remis en suspension dans 45 pl
d’eau contenant 2 % d’acétonitrile (ACN) et 0,1 % d’acide formique. Un volume de 1 puL de la
suspension peptidique a été injecté dans le systeéme de chromatographie en phase liquide a haute
performance HPLC nanoElute® (Bruker Daltonics, Allemagne) couplé au spectrométre de
masse timsTOF Pro (Bruker Daltonics, Allemagne). La séparation par HPLC (solvant A : 0,1
% d’acide formique dans I’eau, 2 % d’ACN ; solvant B : 0,1 % d’acide formique dans I’ACN)
a été menée avec un débit de 250 nL/min a 1’aide d’une colonne émettrice remplie (C18,
25 cm x 75 pm, 1,6 pm ; Ion Optics, Australie). Une élution par gradient a 1’aide du solvant B
a été réalisée selon les étapes suivantes : 2 a 11 % pendant 19 minutes, 11 a 16 % pendant 7
minutes, 16 a 25 % pendant 4 minutes, 25 a 80 % pendant 3 minutes et 80 % pendant 7 minutes
afin de laver la colonne. Les données de spectrométrie de masse ont €ét€ acquises a I’aide de la
méthode de fragmentation accumulation-séquentielle parallele (PASEF). Les mesures ont été
effectuées sur une gamme allant de 100 a 1700 m/z. La durée totale du cycle a été fixée a 1,2

secondes et le nombre de scans MS/MS PASEF a 10.
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3. Analyse des données

Les données obtenues ont été analysées a 1I’aide du logiciel MaxQuant (version 1.6.14.0)
comme décrit précédemment [227] et comparées a la base de données UniProtKB/Swiss-Prot
Mus musculus (version 02-04-2020, 17 040 entrées). L’analyse statistique et bio-informatique
a été réalisée a 1’aide du logiciel Perseus (version 1.6.14.0) [228]. Cinq réplicats indépendants
par condition ont été réalisés. Des tests de Student non appariés ont été menés a 1’aide d’un taux

de fausses découvertes (FDR) inférieur a 5 %.

XI. Analyses statistiques

Les données obtenues ont été analysées a I’aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc. Version 7.0 ; San Diego, Californie, Etats-Unis). Des tests non paramétriques de
Wilcoxon-Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis suivis de post-test de Dunn ont été réalisés avec
un seuil de significativité de 5 %. Tous les résultats sont exprimés par la moyenne + I’erreur

standard a la moyenne (SEM).
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Reésultats-Partie I : LPS-EXK

I. Effets du LPS-EK sur les macrophages

1. Effets du LPS-EK sur la viabilité cellulaire des macrophages

Dans un premier temps, nous avons évalué la viabilité des cellules RAW 264.7 apres un
traitement de 24 heures avec le LPS-EK aux concentrations de 0,1 et 1 pg/ml, concentrations
habituellement utilisées pour activer les macrophages RAW [229]. Pour cela, nous avons utilisé
le test de viabilité cellulaire WST-1. Comme attendu, le DMSO 10 %, utilisé comme controle
positif de perte de viabilité cellulaire, diminue significativement (-80%) la viabilité cellulaire
(* p<0,05vs. CT ; Figure 45A). Le LPS-EK induisant environ 25% de cytotoxicité cellulaire
(*p<0,05vs. CT ; Figure 45A), nous avons testé des temps plus courts de traitements. Comme
le montre la Figure 45B, le LPS-EK n'a pas d’effet sur la viabilité des macrophages apres une
incubation de 6 heures. Nous avons donc utilisé ces conditions expérimentales pour nos

expériences ultérieures.
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Figure 45 : Effets du lipopolysaccharide (LPS-EK) sur la viabilité cellulaire des
macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant (A) 24 heures ou (B) 6 heures. La
viabilité cellulaire est ensuite mesurée par le test de WST-1. Le dimethyl sulfoxide 10% (DMSO
10%) a été utilisé comme controle positif de perte de viabilité cellulaire. La viabilité des cellules
non traitées est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4
expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mL.

De plus, il semblerait qu’un traitement au LPS-EK a une concentration de 1 pg/ml et

6 heures d’incubation entraine un changement morphologique des macrophages et notamment

une forme plus allongée des cellules (Figure 46).
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CT LPS 1

Figure 46 : Observation des macrophages au microscope optique inversé apres
traitement au lipopolysaccharide-EK (LPS-EK).
Les cellules RAW ont été incubées avec 1 ug/ml de LPS-EK pendant 6 heures (LPS 1) puis
observées au microscope optique inversé au grossissement x10.

2. Le LPS-EK induit une réponse inflammatoire dans les macrophages

Pour mettre en place notre modele cellulaire d'inflammation, nous avons tout d’abord
analysé l'effet du LPS-EK sur I'inflammation des macrophages RAW en analysant I'expression
génique de différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1B, TNF-a et MIP-2) ainsi que
celle du marqueur de l'inflammasome NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
(NLRP3). L'expression génique de I’ensemble de ces marqueurs est significativement
augmentée apres traitement avec le LPS-EK par rapport aux macrophages non traités

(* p<0,05 vs. CT ; Figure 47).
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Figure 47 : Le lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) induit une réponse inflammatoire dans
les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L ’expression génique de (A)

IL-6, (B) IL-1p, (C) TNF-a, (D) MIP-2 et (E) NLRP3 a été quantifiée par RT-qPCR et

normalisée par [’expression de [’ ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne

+ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test

de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mlL.

Dans un second temps, nous avons analys¢ l'expression de 10 cytokines pro-
inflammatoires dans les macrophages traités ou non au LPS-EK en utilisant un kit de dosage
multiplex (Annexe 1). Une augmentation significative des 10 cytokines pro-inflammatoires est
observée dans les macrophages traités au LPS-EK en comparaison aux cellules non traitées

(* p <0,05 vs. CT6 ; Figure 48).

106



Resultats-Partie I : LPS-EXK

IL-18

IL-2 IL-4
6000 8 5
4
6
4000 _ _
= <3
o E <t E
2 5t MY
e &2
2000
2
1
0 0 0
cTe LPS

CT6 LPS CTé LPS

IL-18
(pg/ml)

IL-5 IL-6 IL-10
30 8000 150
6000
_20 _ _100
v E ©° E S E
4 4 54000 S e
a o 2 a
10 50
2000
0 0 0
cTe LPS cTe LPS cTe LPS
IL-12p70 IFN-y

IL-12p70
(pg/ml)
S
>
3
IFN-y
(pg_‘/mI)
>

800
600
200

CT6 LPS

°

2.0
15| .
CTé LPS

KC-GRO

Figure 48 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression de cytokines
pro-inflammatoires dans les macrophages.

Les cellules RAW ont été cultivées sans (CT6) ou avec 1 ug/ml de LPS-EK (LPS) pendant 6
heures. L’expression protéique des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12p70, TNF-a, IFN-y, KC-GRO) a été mesurée dans les macrophages en utilisant un
kit de dosage multiplex. * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

L’ensemble de ces résultats montrent que dans notre mode¢le cellulaire, le LPS-EK induit

bien une réponse inflammatoire.
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3. Le LPS-EK induit un stress oxydant dans les macrophages

3.1. Le LPS-EK augmente la production de ROS

Le stress oxydant étant impliqué dans les processus de CV, nous avons ensuite
déterminé l'effet du LPS-EK sur la production des ROS en utilisant la molécule DCFH-DA.
Nous avons tout d’abord vérifié I’induction de la production de ROS par le H>O», utilis¢ comme
controle positif. Comme attendu, le H>O2 aux concentrations de 50 et 500 uM augmente
significativement la production de ROS par les macrophages. Dans nos conditions
expérimentales et comme le montre la figure ci-dessous, le LPS-EK augmente

significativement la production de ROS par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs.

CT ; Figure 49).
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Figure 49 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur la production des espéces
réactives de ’oxygéne (ROS) par les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec 10 uM de DCFH-DA dans du PBS a 37°C pendant 30 minutes
puis traitées avec du LPS-EK pendant 6 heures. La production des ROS est déterminée par une
mesure de la fluorescence du DCF (LEx 492 nm, AEm 535 nm). La production des ROS de
cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne *
SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS 1, LPS-EK I ug/mL.

Une diminution significative de 1'expression de 'ARNm de deux composants d’un
systeéme antioxydant (Nrf2 et Keap1) a également été observée apres traitement au LPS-EK, ce
qui pourrait expliquer en partie l'augmentation du stress oxydant observée précédemment

(* p<0,05 vs. CT ; Figure 50).
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Figure 50 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression génique de Nrf2
et Keapl dans les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L’expression génique de (A)
Nrf2 et (B) Keapl a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de I’ARNm de
la f-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes
réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1,
LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mL.

3.2.  Le LPS-EK diminue la production d’O>~

Parmi les différentes ROS, I'anion superoxyde O>™ joue un role important dans les
mécanismes de stress oxydant. Nous avons donc étudié I'effet du LPS-EK sur la production
d’O;" en utilisant la molécule fluorescente DHE. De maniére surprenante, le LPS-EK diminue

significativement la production d’O™ par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ;

Figure 51).
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Figure 51 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur la production d’anion
superoxyde (O2") par les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec 10 uM de DHE dans du PBS a 37°C pendant 1 heure puis
traitées avec du LPS-EK pendant 6 heures. La production d’O:" est déterminée par une mesure
de la fluorescence (AEx 492 nm, AEm 615 nm). La production d’O:" de cellules non traitées
(CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS 1, LPS-EK I ug/mL.
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Pour tenter d'expliquer ces résultats, nous avons ensuite analysé I'expression génique de
la Nox-2, l'enzyme permettant la production d’O.", et de la SOD-2, responsable de la
dégradation d’O;". Une diminution significative de l'expression de 'ARNm de Nox-2 et une
augmentation significative de l'expression de I'ARNm de SOD-2 ont été observées apres
traitement au LPS-EK par rapport aux macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 52).
Nos résultats suggérent donc que le LPS-EK diminue la production d’O>™ en diminuant

l'expression de Nox-2 et en augmentant I’expression de SOD-2.
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Figure 52 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression génique de Nox-
2 et SOD-2 dans les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L expression génique de (A)
Nox-2 et (B) SOD-2 a été quantifiée par RT-gPCR et normalisée par [’expression de ’ARNm
de la f5-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes
réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1,
LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS 1, LPS-EK I ug/mL.

3.3. Le LPS-EK diminue la production de NO

Le monoxyde d’azote (NO) peut interagir rapidement avec I’anion superoxyde (02%)
pour produire des dérivés oxydants tels que le peroxynitrite (ONOQO) principalement mais
¢galement 1’anion nitroxyl (NO") et le dioxyde d’azote (NOz), 3 molécules responsables de
stress oxydant. De plus, I’interaction du NO avec 1’02, réaction plus lente, peut conduire a la

formation de trioxyde de diazote (N2O3) responsable de stress nitrosant.

Nous avons donc ensuite étudié I'effet du LPS-EK sur la production de NO en utilisant
le fluorophore DAF. Comme le montre la figure ci-dessous, le LPS-EK diminue
significativement la production de NO par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ;

Figure 53A) malgré une augmentation significative d’iNOS (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 53B).
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Ces résultats suggerent que la diminution de la production de NO et d’O>™ pourrait étre

partiellement expliquée par la formation d’ONOO-.
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Figure 53 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur la production de monoxyde
d’azote (NO) et ’expression génique de I’inductible NO synthase (iNOS) dans les
macrophages.

(A) Les cellules ont été incubées avec 0,1 uM de DAF dans une solution de Krebs-Ringer a
37°C pendant 1 heure puis traitées avec du LPS-EK pendant 6 heures. La production de NO
est déterminée par une mesure de la fluorescence (AEx 492 nm, AEm 535 nm). La production
de NO de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. (B) Les cellules ont été incubées
avec du LPS-EK pendant 6 heures. L’expression génique d’iNOS a été quantifiée par RT-qPCR
et normalisée par l’expression de I’ARNm de la f-actine. Les résultats sont exprimés en

moyenne = SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs.
CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS 1, LPS-EK 1 ug/mlL.

4. Le LPS-EK diminue ’autophagie dans les macrophages

Des ¢études récentes ont mis en évidence un lien entre 1'autophagie et la biogenése des
EVs mais également avec leur sécrétion [230]. En effet, il a été démontré qu’il existe des
mécanismes moléculaires communs entre ces deux processus cellulaires. Nous avons donc
analysé I'effet du LPS-EK sur I’expression de différents marqueurs d'autophagie tels que ULK1,
Atg5, LC3a, LC3b et Beclin-1. L'expression des ARNm de I’ensemble de ces marqueurs est
significativement diminuée apres traitement au LPS-EK en comparaison aux macrophages non

traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 54), suggérant une diminution du processus d'autophagie.
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Figure 54 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression des marqueurs
d’autophagie des macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L expression génique de (A)
ULKI, (B) Atg5, (C) LC3a, (D) LC3b et (E) Beclin-1 a été quantifiee par RT-qPCR et
normalisée par l’expression de I’ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test
de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mlL.

p62, ¢également connu sous le nom de séquestome-1 (SQSTM) est un récepteur
autophagique pouvant étre utilisé comme capteur du flux autophagique [231]. En effet, p62
s'accumule lors d’une inhibition des mécanismes d’autophagie, et a I’inverse une diminution de
I’expression de p62 est observée lors de I’induction de I’autophagie. Apres traitement au
LPS-EK, I'expression des ARNm de p62 est significativement augmentée en comparaison aux
macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure S5A) suggéerant une inhibition du processus
d’autophagie.
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L'expression protéique de p62 déterminée par Western Blot tend a augmenter apres
traitement au LPS-EK (1 pg/ml) par rapport aux cellules non traitées sans pour autant atteindre

la significativité¢ (p=0,3429 vs. CT ; Figure 55B).
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Figure 55 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur ’expression génique et
protéique de p62 dans les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. (A) L expression génique de
p62 a éte quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de I’ARNm de la [3-actine.
(B) L’expression protéique de p62 a été quantifiée par Western Blot et normalisée par
[’expression de la protéine f-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4
expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS 1, LPS-EK 1 ug/mL.

L’ensemble de nos résultats ont permis de montrer que le LPS-EK induit non seulement

une réponse inflammatoire et un stress oxydant dans les macrophages, mais également qu’il

diminue les processus d’autophagie.
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II. Etude de la biogenése des EVs sécrétées en conditions pro-

inflammatoires et pro-oxydantes

L’objectif de notre projet étant de déterminer si les EVs sécrétées par les macrophages
sont capables de propager l'inflammation et le stress oxydant aux CMLV, nous avons tout
d’abord ¢étudié la biogenése des EVs aprés traitement au LPS-EK. Nous avons ainsi analysé
'expression des ARNm de différents marqueurs de la biogénése des EVs (SMPD3, phospho-1
et TNAP) dans les macrophages traités au LPS-EK. L'expression des ARNm de I’ensemble de
ces marqueurs est significativement diminuée apres traitement au LPS-EK en comparaison aux

macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 56).
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Figure 56 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression des génes de la
biogenése des EVs dans les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L’expression génique de (A)
SMPD3, (B) phospho-1 et (C) TNAP a été quantifiéce par RT-qPCR et normalisée par
[’expression de I’ARNm de la f3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4
expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney. LPS 0,1, LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mL.

Une diminution significative de l'expression protéique de SMPD3 a également été
observée apres traitement des cellules avec 1 pg/ml de LPS-EK en comparaison aux
macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 57), confirmant ainsi nos résultats de
RT-qPCR.
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Figure 57 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression protéique de
SMPD3 dans les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec du LPS-EK pendant 6 heures. L’expression protéique de
SMPD3 a été quantifiée par Western Blot et normalisée par [’expression de la protéine
J-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences indépendantes
réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney. LPS 0,1,
LPS-EK 0,1 ug/mL ; LPS I, LPS-EK I ug/mL.

Ces résultats montrent donc une diminution de la biogenése des EVs de macrophages

en conditions pro-inflammatoires et pro-oxydantes.
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III. Caractérisation des EVs de macrophages

Les EVs dérivées des macrophages ont été caractérisées par leur morphologie, leur taille
et leur contenu a 1’aide de différentes techniques couramment utilisées pour la caractérisation
des EVs. Pour des raisons pratiques, nous avons utilisé¢ une seule concentration de LPS-EK
(1 pg/ml) pour la suite de nos expérimentations. Les images obtenues par TEM (Figure 58) et
cryo-EM (Figure 59) montrent que nos échantillons d’EVs sont principalement enrichis en

exosomes et en microvésicules. De plus, 'intégrité de la membrane des EVs a été vérifiée par

cryo-EM (Figure 59).

Figure 58 : Analyse des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par les macrophages en
microscopie électronique en transmission (TEM).

Figure 59 : Analyse des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par les macrophages en
cryo-microscopie électronique (cryo-EM).
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Nous avons également analysé par NTA la concentration et la taille des EVs sécrétées
par les macrophages. La taille moyenne des particules détectées par NTA est de 139 nm pour
les EVs dérivées de macrophages non traités (EV CT6) et de 130 nm pour les EVs dérivées de
macrophages traités avec du LPS-EK (EV LPS) (Figure 60). Comme la taille des exosomes se
situe entre 30 et 150 nm et celle des microvésicules entre 100 et 1000 nm [4], nous pouvons

conclure que nos préparations d'EVs sont enrichies en ces deux populations d'EVs.
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Figure 60 : Analyse de la distribution des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par
les macrophages selon la taille a ’aide de la technique par analyse du suivi individuel de
particules (NTA).

Les EVs ont été récoltées a partir de milieu de culture des macrophages non traités (EV CT6)
ou traités avec du lipopolysaccharide-EK a une concentration de 1 ug/mL (EV LPS).
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Le traitement des macrophages avec le LPS-EK diminue de plus de la moiti¢ la
concentration d'EVs sécrétées par rapport aux cellules non traitées (3,20x10'° EVs/mL vs

7,54x10'° EVs/mL) (Figure 61).
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Figure 61 : Analyse de la concentration des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par
les macrophages a I’aide de la technique par analyse du suivi individuel de particules
(NTA).

Les EVs ont été récoltées a partir de milieu de culture des macrophages non traités (EV CT6)
ou traités avec du lipopolysaccharide-EK a une concentration de 1 ug/mL (EV LPS).

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'activité AChE dans nos échantillons d’EVs. En
effet, selon I’'ISEV, I’activité de cette enzyme dans les échantillons confirme la présence d’EVs.
De plus, I'AChE ¢étant exprimée dans les macrophages [232], cette enzyme peut €tre retrouvée
dans les EVs issues des macrophages. Une augmentation significative de I’activit¢ AChE a été
mise en évidence dans nos deux préparations d’EVs (*** p < 0,001 vs. CT ; Figure 62). En
comparant les préparations d’EV LPS par rapport aux EV CT6, nous avons montré une
diminution significative de 'activit¢ AChE dans les EV LPS ($ p < 0,05 vs. EV CT6 ; Figure
62). Cette diminution peut s’expliquer par la diminution de concentration d’EVs observée

précédemment.
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Figure 62 : Etude de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE) de vésicules
extracellulaires (EVs) de macrophages.

Les EVs ont été récoltées a partir de milieu de culture des macrophages non traités (EV CT6)
ou traités avec du lipopolysaccharide-EK a une concentration de 1 ug/mL (EV LPS). Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 7 expériences indépendantes réalisées en
triplicate (n=7). *** p < 0,001 vs. CT ; $ p < 0,05 vs. EV CT6 ; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney.

Nous avons ensuite analysé I'expression de marqueurs spécifiques d’EVs a savoir deux
tétraspanines (CD9 et CD81) ainsi que 'expression de la f-actine dans nos préparations d’EVs.

L’ensemble de ces protéines ont été¢ détectées dans nos échantillons d’EVs (Figure 63)

confirmant la présence d’EVs dans nos préparations.
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Figure 63 : Analyse par Western Blot de I’expression protéique de CD9, CD81 et B-actine
de vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par les macrophages.

Les EVs ont été récoltées a partir de milieu de culture des macrophages non traités (EV CT6)
ou traités avec du lipopolysaccharide-EK a une concentration de 1 ug/mL (EV LPS).

L’ensemble de ces résultats ont permis de montrer que nos préparations d’EVs sont
principalement enrichies en exosomes et microvésicules. De plus, une diminution du nombre

d’EVs est observée dans les préparations d’EV LPS.
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IV. Roles et mécanismes d’action des EVs sécrétées par les

macrophages

1. Effets des EV's dérivées de macrophages sur la viabilité cellulaire des CMLV

Afin d'étudier les effets des EVs dérivées des macrophages sur la lignée murine de
CMLV (MOVAS-1), nous avons tout d'abord évalu¢ la viabilité des CMLV aprés un traitement
de 24 heures avec les EVs de macrophages. Comme le montre la figure ci-dessous, les EVs

sécrétées par les macrophages n'ont pas d’effet sur la viabilité des CMLV en comparaison aux

cellules non traitées (Figure 64).
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Figure 64 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur la viabilité
cellulaire des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT6) ou traités avec
1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 24 heures. La viabilité cellulaire est ensuite mesurée par
le test de WST-1. La viabilité de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats
sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).

2. Les EV LPS induisent une reponse inflammatoire dans les CMLYV

Les EV CT6 n'ont aucun effet sur 'expression des cytokines pro-inflammatoires dans
les CMLV. En revanche, une augmentation significative de l'expression des ARNm des
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-18 et TNF-a) est observée apres traitement des CMLV
avec les EV LPS en comparaison aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 65).
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De plus, une augmentation significative de 1'expression des ARNm de la cytokine IL-6 est
observée apres traitement des CMLV avec les EV LPS en comparaison aux CMLYV traitées
avec les EV CT6 ($ p < 0,05 vs. EV CT6 ; Figure 65A). Ces résultats montrent que les EV
LPS sont capables d'induire une réponse inflammatoire dans les CMLV via une augmentation

de I'expression des cytokines pro-inflammatoires.
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Figure 65 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de marqueurs d’inflammation des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT6) ou traités avec
1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 24 heures. L expression génique de (A) IL-6, (B) IL-1f3
et (C) TNF-a a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de I’ARNm de la
J-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences indépendantes
réalisées en triplicate (n=4). *p < 0,05 vs. CT ; 8 p < 0,05 vs. EV CT6 ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney.

3. Les EV LPS induisent un stress oxydant dans les CMLV

Afin d'étudier les effets des EVs dérivées de macrophages sur le stress oxydant dans les
CMLYV, nous avons mesur¢ la production intracellulaire de ROS. Les deux préparations d’EV
CT6 et EV LPS augmentent significativement la production de ROS par rapport aux CMLV
non traitées (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 66).
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Figure 66 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) dérivées de macrophages sur la
production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont éte incubées avec 10 uM de DCFH-DA dans du PBS a 37°C pendant 30 minutes,
puis traitées avec les EVs dérivées de macrophages non traités (EV CT6) ou traités avec
1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 24 heures. La production des ROS est déterminée par
une mesure de la fluorescence du DCF (AEx 492 nm, AEm 535 nm). La production des ROS de
cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). *p < 0,05 vs. CT ; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons ensuite analysé 1’expression génique d’enzymes antioxydantes (la SOD-1
cytosolique et la SOD-2 mitochondriale) ainsi que celle de facteurs impliqués dans la réponse
antioxydante (Nrf2, Keapl). L’expression de I’ensemble des marqueurs est significativement
augmentée dans les CMLV incubées avec des EV LPS par rapport aux CMLV non traitées
(* p <0,05 vs. CT ; Figure 67). En comparant les effets des EV LPS avec ceux des EV CT6,
seule une augmentation significative de lI'expression des ARNm de la SOD-2 mitochondriale

est observée ($ p < 0,05 vs. EV CT6 ; Figure 67B).
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Figure 67 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique des marqueurs du stress oxydant des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT6) ou traités avec
1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 24 heures. L expression génique de (A) SOD-1, (B)
SOD-2, (C) Nrf2 et (D) Keapl a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de
I’ARNm de la f-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4). *p < 0,05 vs. CT ; $ p < 0,05 vs. EV CT6 ; Test
de Wilcoxon-Mann-Whitney.

4. Les EV LPS augmentent la calcification induite par le Pi via un switch

osteogenique des CMLYV

Le stress oxydant et l'inflammation sont deux mécanismes connus pour jouer un role
important dans le processus de CV. Puisque nos résultats précédents montrent que les EV LPS
peuvent induire a la fois une réponse inflammatoire et un stress oxydant dans les CMLV, nous
avons ensuite déterminé les effets de ces EVs sur la calcification induite par le Pi dans les

CMLV.

Les CMLYV ont été traitées avec 4 mM de Pi et avec les EVs dérivées de macrophages

pendant 14 jours ou pendant les 7 derniers jours de I’induction de la calcification.
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Apres 14 jours de traitement, les EV LPS induisent une augmentation significative de la
concentration de calcium intracellulaire en comparaison aux CMLYV traitées avec le Pi et les
EV CT6 ($p <0,05vs. EVs CT6 ; Figure 68A). De plus, une augmentation significative de la
concentration calcique intracellulaire est également observée aprés 7 jours de traitement des
CMLV traitées avec du Pi et les EV LPS en comparaison aux CMLYV traitées au Pi (* p < 0,05
vs. Pi (4mM) ; Figure 68B). Ces résultats suggerent que les EV LPS sont capables d’aggraver
la calcification des CMLV que ce soit au début du processus de calcification ou méme a des

stades plus tardifs.
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Figure 68 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur la calcification
de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

La calcification des CMLYV est induite par ajout de 4 mM de phosphate inorganique (Pi) dans
le milieu pendant 14 jours. Les cellules sont également mises en présence d’EVs de
macrophages non traités (EVs CT6) ou traités avec 1ug/mL de LPS-EK (EVs LPS) (A) pendant
14 jours ou (B) pendant les 7 derniers jours de I’induction de calcification. La calcification des
CMLYV est ensuite analysée en réalisant un dosage calcium a l’o-crésolphtaléine. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p <0,05vs. Pi (4mM) ; 8 p < 0,05 vs. EVs CT6 ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Afin de déterminer si ces effets peuvent étre imputés a la présence de LPS dans nos
préparations d’EVs, nous avons étudié les effets du LPS-EK seul sur la calcification des CMLV.
Nos résultats montrent que le LPS-EK (1 pg/ml) seul (Figure 69A) ou en présence de 4 mM
de Pi (Figure 69B) n’induit pas la calcification des CMLV. Nous pouvons donc confirmer que
les effets observés des EV LPS sont des effets intrinseéques aux EVs et non dus a la présence de

LPS.
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Figure 69 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur la calcification des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

(A) Les CMLYV sont traitées pendant 14 jours avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi 4) ou
1 ug/mL de LPS-EK (LPS 1). (B) Les CMLYV sont traitées pendant 14 jours avec 4 mM de
phosphate inorganique et 1 ug/mL de LPS-EK (Pi 4 + LPS 1). La calcification des CMLYV est
ensuite analysée en réalisant un dosage calcium a l’'o-crésolphtaléine. Les résultats sont
exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons ensuite déterminé I'expression génique de MGP, un inhibiteur de la CV dans
les CMLV. L'expression des ARNm de MGP est significativement diminuée apres 7 jours de
traitement des CMLV avec 4 mM de Pi et les EV LPS (* p < 0,05 vs. Pi (4mM) ; Figure 70).
L’augmentation observée de la calcification pourrait donc €tre en partie expliquée par la

diminution de I’inhibiteur de calcification MGP.
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Figure 70 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de la protéine Gla de la matrice (MGP) dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi) avec ou sans les EVs de
macrophages pendant 7 jours. L’ expression génique de MGP a été quantifiée par RT-gPCR et
normalisée par I’expression de I’ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM de 7 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=7). *p < 0,05 vs. Pi (4mM) ;
Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Les CMLV peuvent adopter différents phénotypes contractiles, synthétiques ou
ostéogéniques. Au cours de la CV, les CMLYV subissent un switch ostéogénique. Afin de vérifier
si ce changement phénotypique se produit, nous avons analysé 1’expression de différents
marqueurs ostéogéniques (BMP-2, Runx2, Osx, OCN) mais également contractile tel que
I’a-SMA. Tout d’abord, nous avons vérifié ’induction d’un switch ostéogénique des CMLV
apres traitement avec le Pi seul. Comme attendu, une augmentation significative de 1’expression
génique des différents marqueurs ostéogéniques (BMP-2, Runx2, Osx, OCN) est observée
apres traitement des CMLV avec 4 mM de Pi en comparaison aux CMLV non traitées
(*p<0,05vs. CT ; ** p<0,01 vs. CT ; Figure 71A, B, C, D). A I'inverse, une diminution
significative du marqueur contractile a-SMA a été observée apres traitement des CMLV avec
4 mM de Pi en comparaison aux CMLV non traitées (*** p < 0,001 vs. CT ; Figure 71E). Ces
résultats confirment que le Pi induit un switch ostéogénique des CMLV qui serait responsable

de I’induction de la CV.
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Figure 71 : Effets du phosphate inorganique (Pi) sur I’expression génique de marqueurs
ostéogéniques et contractile des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi 4) pendant 7 jours.
L’expression génique de (A) BMP-2, (B) Runx2, (C) Osx, (D) OCN et (E) a-SMA a été
quantifiee par RT-qgPCR et normalisée par l’expression de I’ARNm de la -actine. Les résultats
sont exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p<0,05vs. CT,; **p <0,01 vs. CT; ***p < 0,001 vs. CT; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Puisque nous avons montré précédemment que les EV LPS augmentent la calcification
des CMLYV induite par le Pi et que lors du processus de calcification les CMLV changent de
phénotype, nous avons étudié les effets des EVs dérivées de macrophages sur le switch

ostéogénique des CMLV.
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Nos résultats montrent que l'expression des ARNm d’Osx et d’OCN est significativement
augmentée apres traitement des CMLV avec du Pi et les EV LPS par rapport aux CMLYV traitées
au Pi seul (* p < 0,05 vs. Pi (4mM) ; ** p < 0,01 vs. Pi (4mM) ; Figure 72A et B). Les EV
CT6 semblent également augmenter 1’expression de ces marqueurs sans atteindre la
significativité. Parallélement, 1'expression génique de I’a-SMA est significativement diminuée
par rapport aux CMLYV traitées au Pi (** p < 0,01 vs. Pi (4mM) ; Figure 72C). Dans I'ensemble,
ces résultats montrent que les EV LPS induisent un switch ostéogénique des CMLV, ce qui

peut favoriser la calcification induite par le Pi.
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Figure 72 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de marqueurs ostéogéniques et contractile des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi) avec ou sans les EVs de
macrophages pendant 7 jours. L’ expression génique de (A) Osx, (B) OCN et (C) a-SMA a été
quantifiee par RT-qPCR et normalisée par l’expression de I’ARNm de la -actine. Les résultats
sont exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p <0,05vs. Pi (4 mM) ; **p < 0,01 vs. Pi (4 mM) ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

L’ensemble de ces résultats ont permis de montrer que les EV LPS sont capables
d’induire une réponse pro-inflammatoire et pro-oxydante dans les CMLV, aggravant ainsi le

mécanisme de CV.
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5. Analyse du contenu protéique des EV's dérivées de macrophages aprés

traitement avec du LPS-EK

Afin de mieux comprendre le mécanisme d'action des EV LPS dans la propagation de
l'inflammation, du stress oxydant et dans l'aggravation de la calcification des CMLV, nous
avons analysé le contenu protéique des EVs et plus particulierement le contenu en cytokines

pro-inflammatoires.

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps étudié par spectrométrie de masse le
contenu protéique des EVs de macrophages. L’enrichissement de nos échantillons d’EVs a été
confirmé par la présence de plusieurs marqueurs spécifiques des EVs tels que des tétraspanines
(CD9, CD81, CD63), des protéines du complexe ESCRT (Alix, Tsgl01, Vps ...) ainsi que des
protéines Rab GTPases (Tableau 6). D’autres protéines associées avec la physiopathologie des
EVs ont également été retrouvées dans nos échantillons (Tableau 6).

Familles de protéines d’EVs Protéines détectées
Tétraspanines CD9, CD81, CD63
. Alix, Tsgl01, Vpsda, Vps4b, Vps25, Vps28, Vps36,
Pmtem%ssdculg’mplexe Vps37b, Chmp2a, Chmp2b, Chmp3, Chmp4b, Chmpo,
Flotillin-1, Flotillin-2 et Syntenin-1
Protéines Rab GTPases Rab5a, Rab5b, Rab5c, Rab7a, Rab9a, Rab27a et Rab35

e Intégrines B1 et 85

e Annexines A2,5 et 6

e Pyrophosphatase inorganique 2

e Kinases (Tyrosine Kinase et MAPK)
e Scramblases 1 and 3

Protéines associées avec la

hysiopathologie des EV's
PRySIoP s e Phospholipases D4

e (Glutathione-S-Transferase
e Protéines BAX
e Cytokine receptor-like factor 3

Tableau 6 : Détection par spectrométrie de masse de protéines spécifiques de vésicules
extracellulaires (EVs) et impliquées dans la physiopathologie des EVs.
L’analyse par spectrométrie de masse a montré un nombre similaire de protéines
détectées (environ 2700) dans nos différents échantillons avec un FDR < 5%.
Pour déterminer les effets du LPS-EK sur le contenu des EVs, nous avons comparé les
EVs sécrétées par les macrophages apres traitement avec du LPS-EK (EV LPS) avec les EVs

sécrétées par les macrophages non traités (EV CT6). Les résultats sont représentés sous forme

de Volcano plot (Figure 73).
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Figure 73 : Volcano Plot représentant les effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur

le contenu protéique des vésicules extracellulaires (EVs) dérivées des macrophages.

Les EVs ont été récoltées a partir de milieu de culture des macrophages non traités (EV CT6)
ou traités avec du lipopolysaccharide-EK a une concentration de 1 ug/mL (EV LPS). Une
analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) couplée a la
spectrométrie de masse a été réalisée. Un test de Student non apparié a été mené et une p-value
inférieur a 0,01 ainsi qu’'un taux de fausses découvertes (FDR) inférieur a 5 % ont été utilisés.
Cing expériences indépendantes ont été réalisées.

Nous avons ainsi mis en évidence une surexpression de trois protéines au sein des EV
LPS en comparaison aux EV CT6 : la cis-aconitate décarboxylase (CAD) codée par le gene
immunoresponsive gene 1 (Irgl) ; ’inhibiteur de l'activateur du plasminogene-1 (PAI-1) codé
par le geéne Serpinel et la protéine sérum amyloide A-3 (Saa3) codée par le gene Saa3 (p <0,01

vs. EV CT6 ; Figure 73).

130



Resultats-Partie I : LPS-EXK

Dans un second temps, nous avons analysé l'expression de 10 cytokines pro-
inflammatoires dans les EVs sécrétées par les macrophages traités ou non au LPS-EK en
utilisant un kit de dosage multiplex (Annexe 1). Une augmentation significative des 10
cytokines pro-inflammatoires est observée dans les EV LPS en comparaison aux EV CT6

(*p<0,05vs. EV CT6 ; Figure 74).
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Figure 74 : Effets du lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) sur I’expression de cytokines
pro-inflammatoires dans les vésicules extracellulaires (EVs) dérivées des macrophages.

Les EVs ont été isolées du milieu de culture des cellules RAW incubées sans LPS-EK (EV CT6)
ou avec 1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 6 heures. L expression protéique des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1f3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a, IFN-y, KC-GRO) a
été mesurée dans les EVs dérivées des macrophages en utilisant un kit de dosage multiplex.
*p <0,05vs. EV CT6 ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Une analyse en composantes principales (ACP) des résultats du kit multiplex a
¢galement été réalisée permettant ainsi de représenter 1’ensemble des données obtenues sur le
méme graphique. Nous pouvons ainsi observer deux populations bien distinctes d’EVs de

macrophages selon le traitement (LPS-EK ou CT) (Figure 75).
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Figure 75 : Analyse en composantes principales (ACP) des effets du lipopolysaccharide-
EK (LPS-EK) sur I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans les vésicules
extracellulaires (EVs) dérivées de macrophages.

Les EVs ont été isolées du milieu de culture des cellules RAW incubées sans LPS-EK (EV CT6)
ou avec 1 ug/ml de LPS-EK (EV LPS) pendant 6 heures. L expression protéique des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-o0, IFN-y, KC-GRO) a
ete mesurée dans les EVs dérivées des macrophages en utilisant un kit de dosage multiplex.

L’analyse ACP des échantillons montre trés clairement une séparation entre le profil
inflammatoire des EVs sécrétées par les macrophages traités avec du LPS-EK (EV LPS) et non
traités (EV CT6). Ce graphique montre ainsi qu’il existe un profil inflammatoire spécifique qui
différencie les 2 groupes d’échantillons ce qui pourrait expliquer I’aggravation de la CV

observée précédemment.
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Résultats-Partie II : Homocystéine

I. Effets de ’homocystéine sur les macrophages

1. Effets de ’homocystéine sur la viabilité cellulaire des macrophages

La viabilité des cellules RAW a été analysée apres un traitement de 24 heures avec
I'homocystéine a une concentration de 10,5 pM (concentration normale) ou 45,2 uM
(concentration urémique). De fagon intéressante, le traitement a I'homocystéine ne montre
aucune cytotoxicité pour les macrophages (Figure 76), mais nous observons une augmentation

significative de la prolifération cellulaire par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs.

CT ; Figure 76).
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Figure 76 : Effets de I’homocystéine sur la viabilité cellulaire des macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures. La
viabilité cellulaire est ensuite mesurée par le test de WST-1. La viabilité de cellules non traitées
est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney.

Cet effet pro-prolifératif de I’homocystéine sur les macrophages est ¢galement retrouvé

en microscopie optique ou 1’on observe une plus forte densité cellulaire apres traitement d’un

méme nombre de cellules ensemencées (Figure 77).

134



Résultats-Partie II : Homocystéine

cT Hu

Figure 77 : Observation des macrophages au microscope optique inversé apres
traitement avec de I’homocystéine.
Les macrophages ont été incubés avec de [’homocystéine a une concentration de
10,5 uM (Hn, concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24
heures. Puis, les cellules ont été observées au microscope optique inversé au grossissement
x10.

Hn

2. Effets de I’homocystéine sur inflammation des macrophages

Afin d’évaluer les effets de 'homocystéine sur l'inflammation des macrophages, nous
avons analysé l'expression des ARNm de différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-6,
IL-1B, TNF-a et MIP-2) par RT-qPCR. L'expression génique de 1'IL-6 est significativement
augmentée apres traitement des macrophages avec I'homocystéine a la concentration urémique
par rapport aux macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 78A). En revanche, aucun
effet sur l'expression génique d’IL-1B, de TNF-a et de MIP-2 en comparaison aux macrophages

non traités n’est observé (Figure 78B, C, D).
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Figure 78 : Effets de ’homocystéine sur I’expression génique des cytokines pro-
inflammatoires dans les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures.
L’expression génique de (A) IL-6, (B) IL-15, (C) TNF-a, (D) MIP-2 a été quantifiée par RT-
qPCR et normalisée par [’expression de [’ARNm de la 3-actine. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs.
CT; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons ensuite analysé I’expression de 10 cytokines pro-inflammatoires dans les
macrophages trait€és ou non a I’homocystéine en utilisant un kit de dosage multiplex de chez
MSD (Annexe 1). L'homocystéine n'a pas d'effet sur le contenu en cytokines pro-
inflammatoires des macrophages (Figure 79). Ces résultats confirment donc ceux obtenus par

RT-qPCR.
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Figure 79 : Effets de I’homocystéine sur I’expression de cytokines pro-inflammatoires
dans les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures.
L’expression protéique des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10),
IL-12p70, TNF-0, IFN-y, KC-GRO) a été mesurée dans les macrophages en utilisant un kit de
dosage multiplex.
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3. L’homocystéine induit un stress oxydant dans les macrophages

3.1. L'homocystéine augmente la production de ROS

Afin d’étudier les effets de 'homocystéine sur le stress oxydant dans les macrophages,
nous avons mesuré la production intracellulaire de ROS en utilisant la sonde fluorescente
DCFH-DA. Comme le montre la Figure 80, I'homocystéine augmente significativement la
production de ROS par rapport aux cellules non traitées avec un effet plus important a la
concentration normale (* p < 0,05 vs. CT ; *** p < 0,001 vs. CT ; $ p <0,05 vs. Hn ; Figure
80).
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Figure 80 : Effets de I’homocystéine sur la production des espéces réactives de I’oxygene

(ROS) par les macrophages.

Les cellules ont été incubées avec 10 uM de DCFH-DA dans du PBS a 37°C pendant 30
minutes. Puis, les macrophages ont été traités avec de I’homocystéine a une concentration de
10,5 uM (Hn, concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24
heures. La production des ROS est déterminée par une mesure de la fluorescence du DCF
(AEx 492 nm, AEm 535 nm). La production des ROS de cellules non traitées (CT) est rapportée
a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 7 expériences indépendantes
réalisées en triplicate (n=7). (* p < 0,05 vs. CT ; ***p < 0,001 vs. CT ; $ p < 0,05 vs. Hn ;
Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons également analysé les effets de deux antioxydants de mécanismes d’action
différents sur la production de ROS induite par I’homocystéine dans les macrophages afin de
vérifier la spécificité de 1’augmentation de ce stress oxydant. La Figure 81 montre que la
N-acétyl-I-cystéine (NAC) mais ¢également I'a-tocophérol (vitamine E) diminuent
significativement la production de ROS induite par 'homocystéine (* p < 0,05 vs. CT ;
$p<0,05vs. Hn ; £ p < 0,05 vs. Hu ; Figure 81). Ces résultats confirment I’induction de

stress oxydant par ’homocystéine puisque les antioxydants sont capables d’inhiber ces effets.
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Figure 81 : Effets des antioxydants N-acétyl-l-cystéine (NAC) et a-tocophérol (vitamine
E) sur ’induction de ROS par I’homocystéine.

Les cellules ont été incubées avec 10 uM de DCFH-DA dans du PBS a 37°C pendant 30
minutes. Puis, les macrophages ont été traités avec de I’homocystéine a une concentration de
10,5 uM (Hn, concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24
heures avec ou sans NAC a 10 mM ou vitamine E a 10 ug/ml. La production des ROS est
déterminée par une mesure de la fluorescence du DCF (AEx 492 nm, AEm 535 nm). La
production des ROS de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont
exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p<0,05vs. CT; $p <0,05vs. Hn; £ p < 0,05 vs. Hu ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

3.2.  L'homocystéine diminue la production d’O;"-

Comme précédemment pour le LPS, nous nous sommes intéressés a une ROS en
particulier a savoir I’anion superoxyde (O:7). Nous avons ainsi étudié¢ les effets de
I'homocystéine sur la production d’O>™ par les macrophages en utilisant la molécule DHE,
fluorophore spécifique d’0;". Nos résultats montrent que I'homocystéine diminue

significativement la production d’O>" par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ;

Figure 82).
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Figure 82 : Effets de ’homocystéine sur la production d’anion superoxyde (O2") par les
macrophages.

Les cellules ont été incubées avec 10 uM de DHE dans du PBS a 37°C pendant 1 heure. Puis,
les macrophages ont été traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures. La
production d’O>" est déterminée par une mesure de la fluorescence (LEx 492 nm, AEm 615 nm).
La production d’O>" de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont
exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons également observé une diminution significative de I'expression des ARNm
de SOD-1, SOD-2 et Nox-2 apres traitement a 1'homocystéine par rapport aux macrophages

controles (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 83).
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Figure 83 : Effets de ’homocystéine sur I’expression génique de SOD-1, SOD-2 et Nox-2
dans les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures.
L’expression génique de (4) SOD-1, (B) SOD-2 et (C) Nox-2 a été quantifiée par RT-gPCR et
normalisée par I’expression de I’ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test
de Wilcoxon-Mann-Whitney.

3.3.  L’homocystéine diminue la production de NO

L’O2" est capable de réagir rapidement avec le NO pour former du ONOO-. Nous avons
donc étudié les effets de I'homocystéine sur la production de NO par les macrophages en
utilisant la sonde fluorescente DAF. L'homocystéine diminue significativement la production
de NO par rapport aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 84A). En revanche,
I'homocystéine n'a aucun effet sur I'expression des ARNm de la iNOS, enzyme synthétisant le

NO, dans les macrophages (Figure 84B).
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Figure 84 : Effets de I’homocystéine sur la production de monoxyde d’azote (NO) et
I’expression génique de ’inductible NO synthase (iNOS) dans les macrophages.

(A) Les cellules ont été incubées avec 0,1 uM de DAF dans une solution de Krebs-Ringer a
37°C pendant 1 heure. Puis, les macrophages ont été traités avec de [’homocystéine a une
concentration de 10,5 uM (Hn, concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration
urémique) pendant 24 heures. La production de NO est déterminée par une mesure de la
Sfluorescence (AEx 492 nm, AEm 535 nm). La production de NO de cellules non traitées (CT) est
rapportée a 100 %. (B) Les macrophages ont été traités avec de |’homocystéine puis
[’expression genique d’iNOS a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de
I’ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimeés en moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney.

L’homocystéine induit donc un stress oxydant dans les macrophages avec une
augmentation de la production des ROS. La diminution de la production d’O;" et du NO

observée pourrait s’expliquer par la formation de peroxynitrite, autre molécule oxydante.

4. L’homocystéine diminue ’autophagie dans les macrophages

Comme décrit précédemment, 1’autophagie est un processus qui a été récemment
reconnu comme étant impliqué dans la biogenese et la sécrétion des EVs. C’est pourquoi, nous
avons analysé les effets de 1'homocystéine sur l'expression des ARNm des marqueurs
d'autophagie (Atg5, Beclin-1, ULK1, LC3a et LC3b) par RT-qPCR. L'expression des ARNm
codant pour Atg5, Beclin-1, ULK1 et LC3b est significativement diminuée apres traitement a
I'homocystéine (a I’exception d’Atg5 et LC3b en concentration d’homocystéine normale) par
rapport aux macrophages non traités (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 85A, B, C, E). En revanche,
aucune modification de 1’expression des ARNm de LC3a n’est observée dans nos conditions

expérimentales (Figure 85D).
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Figure 85 : Effets de I’homocystéine sur ’expression génique des marqueurs
d’autophagie dans les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures.
L’expression génique de (A) Atg5, (B) Beclin-1, (C) ULKI, (D) LC3a et (E) LC3b a été
quantifiéee par RT-qPCR et normalisée par l’expression de I’ARNm de la 3-actine. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p <0,05vs. CT; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Nous avons ensuite étudié 1’expression génique et protéique de p62. En effet, p62 est
une protéine impliquée dans les mécanismes de flux d’autophagie. La Figure 86 A montre que
le traitement des cellules avec I’homocystéine a la concentration urémique augmente
significativement I’expression génique de p62 (* p < 0,05 vs. CT ; $ p <0,05 vs. Hn ; Figure
86A) mais n’a aucun effet significatif sur son expression protéique (Figure 86B).
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Figure 86 : Effets de I’homocystéine sur I’expression génique et protéique de p62 dans
les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures. (A)
L’expression génique de p62 a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de
I’ARNm de la 3-actine. (B) L expression protéique de p62 a été quantifiée par Western Blot et
normalisée par [’expression de la protéine 3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. CT; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney.

L’ensemble de nos résultats suggérent que 1’homocystéine diminue les mécanismes

d’autophagie dans les macrophages.
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II. Effets de ’homocystéine sur la biogenese des EVs de

macrophages

Nous avons analysé l'expression des ARNm de différents marqueurs de la biogénése des
EVs (SMPD3, phospho-1 et TNAP) par RT-qPCR aprés traitement des macrophages avec
I'homocystéine. Nos résultats montrent que I’homocystéine a la concentration urémique
diminue de facon significative I'expression des ARNm de SMPD3 et de phospho-1 (* p < 0,05
vs. CT ; Figure 87A et B). En revanche, I'homocystéine ne semble pas avoir d’effet significatif
sur l'expression de TNAP (Figure 87C).
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Figure 87 : Effets de I’homocystéine sur I’expression des génes de la biogenése des
vésicules extracellulaires (EVs) dans les macrophages.

Les macrophages ont été incubés avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn,
concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures.
L’expression génique de (A) SMPD3, (B) phospho-1 et (C) TNAP a été quantifiée par RT-gPCR
et normalisée par [’expression de I’ARNm de la [-actine. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs.
CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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III. Caractérisation des EVs de macrophages

Les EVs dérivées des macrophages traités ou non avec I’homocystéine ont également
¢été caractérisées a I’aide des techniques décrites précédemment. Les images obtenues par TEM
montrent que nos échantillons d’EVs étaient principalement enrichis en exosomes et en

microvésicules (Figure 88).

Figure 88 : Analyse des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par les macrophages en
microscopie électronique en transmission (TEM).

Nous avons également analysé par NTA la concentration et la taille des EVs sécrétées
par les macrophages aprés traitement avec ’homocystéine. La taille moyenne des particules
détectées par NTA est comprise entre 135 et 159 nm (Figure 89) ce qui correspond aux

diameétres des exosomes et des microvésicules.

146



Résultats-Partie II : Homocystéine

25

hJ
-

=
]

Concentration (E8 particles/ml)

—EVCT24
10 EV Hn
—EV Hu
5
0 _—
0 100 200 300 400 500 600
Particle Size (nm)
EVCT24 EV Hu

Figure 89 : Analyse de la distribution des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par
les macrophages selon la taille a ’aide de la technique par analyse du suivi individuel de
particules (NTA).

Les EVs ont été récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV
Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures.

L’analyse NTA de nos préparations d’EVs montre une concentration deux fois plus
faible apres traitement avec I’homocystéine a la concentration normale par rapport au contrdle
(0,98x10" EVs/mL vs 1,99x10'! EVs/mL). A I’inverse, les préparations d’EVs issues des
cellules traitées avec ’homocystéine a la concentration urémique ont une concentration plus

importante que la condition contrdle (2,40x10'' EVs/mL vs 1,99x10!'' EVs/mL) (Figure 90).
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Figure 90 : Analyse de la concentration des vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par
les macrophages a I’aide de la technique par analyse du suivi individuel de particules
(NTA).

Les EVs ont été récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV
Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures.

Comme précédemment, nous nous sommes ensuite intéressés a I'activité AChE dans nos
¢chantillons d’EVs afin de les caractériser. Une augmentation significative de 1’activité¢ AChE
a ¢té mise en évidence dans nos préparations d’EVs (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 91). Par contre,
aucune différence n’est observée entre les préparations d’EVs provenant des différentes

conditions.
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Figure 91 : Etude de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE) de vésicules
extracellulaires (EVs) de macrophages.

Les EVs ont éte récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV
Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. Les résultats sont
exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
*p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Nous avons ensuite analysé 1'expression de deux tétraspanines spécifiques d’EVs (CD9
et CD81) ainsi que l'expression de la B-actine afin de caractériser les EVs contenues dans nos

¢chantillons. La détection de ces protéines confirme la présence d’EVs dans nos échantillons

(Figure 92).
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Figure 92 : Analyse par Western Blot de I’expression protéique de CD9, CD81 et B-actine
de vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages.

Les EVs ont été récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV
Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures.

L’ensemble de ces résultats permettent donc de confirmer la présence d’EVs dans nos

échantillons.
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IV. Roles et mécanismes d’action des EVs sécrétées par les

macrophages

1. Effets des EVs dérivées de macrophages sur la viabilité cellulaire des

CMLV

La viabilité des CMLYV a été analysée aprés un traitement de 24 heures avec les EVs
sécrétées par les macrophages controles (EV CT24) ou traités avec [’homocystéine a la
concentration normale (EV Hn) ou a la concentration urémique (EV Hu). Les EVs dérivées de
macrophages quel que soit le traitement n'ont montré aucune cytotoxicité pour les CMLV. Au
contraire, une augmentation significative de la prolifération cellulaire a été observée par rapport

aux cellules non traitées (* p < 0,05 vs. CT ; Figure 93).
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Figure 93 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur la viabilité
cellulaire des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT24) ou traités avec
de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV Hn) ou
45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. La viabilité cellulaire est ensuite
mesurée par le test de WST-1. La viabilité de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %.
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en
triplicate (n=4). *p < 0,05 vs. CT ; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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2. Effets des EVs de macrophages traités avec de [’homocystéine sur

Dinflammation de CMLV

Afin d’étudier les effets des EVs dérivées de macrophages traités ou non sur
l'inflammation dans les CMLV, nous avons analys¢ I'expression des ARNm de différentes
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1B et TNF-a) par RT-qPCR. Aucun effet des EVs de

macrophages n’est observé sur l'expression génique des cytokines pro-inflammatoires des

CMLYV (Figure 94).

Expression relative
d'ARNm d'IL-18

Expression relative
d'ARNm d'IL-6

T T
CcT EV CT24 EV Hn EV Hu cT EV CT24 EV Hn EV Hu

Cc

Expression relative
d'ARNm de TNF-a

T
CcT EV CT24 EV Hn EV Hu

Figure 94 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de marqueurs d’inflammation des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT24) ou traités avec
de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV Hn) ou
45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. L ’expression génique de (A)
IL-6, (B) IL-1f3 et (C) TNF-a a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par [’expression de
I’ARNm de la f-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4).
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3. Effets des EVs de macrophages traités avec de I’homocystéine sur le

stress oxydant de CMLV

Pour étudier les effets des EVs dérivées de macrophages traités avec de I’homocystéine
sur le stress oxydant dans les CMLV, nous avons mesuré la production intracellulaire de ROS
en utilisant la sonde fluorescente DCFH-DA. Comme le montre la Figure 95, les EVs dérivées
de macrophages n'ont aucun effet sur la production de ROS dans les CMLV quel que soit le

traitement des macrophages (Figure 95).
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Figure 95 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) dérivées de macrophages sur la
production de ROS dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 10 uM de DCFH-DA dans du PBS a 37°C pendant 30 minutes,
puis traitées avec les EVs dérivées de macrophages non traités (EV CT24) ou traités avec de
[’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV Hn) ou 45,2 uM
(concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. La production des ROS est déterminée
par une mesure de la fluorescence du DCF (AEx 492 nm, AEm 535 nm). La production des ROS
de cellules non traitées (CT) est rapportée a 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4).

De plus, les EVs dérivées de macrophages traités a 'homocystéine n'ont pas d’effet sur
l'expression des ARNm des marqueurs du stress oxydant (SOD-1, SOD-2, iNOS, Nox2, Nrf2,
Keapl) dans les CMLV (Figure 96).
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Figure 96 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique des marqueurs du stress oxydant des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec les EVs de macrophages non traités (EV CT24) ou traités avec
de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale, EV Hn) ou
45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. L ’expression génique de (A)
SOD-1, (B) SOD-2, (C) iNOS, (D) Nox-2, (E) Nrf2, (F) Keapl a été quantifiée par RT-qPCR
et normalisée par [’expression de I’ARNm de la [5-actine. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs.
CT; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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4. Les EV Hu augmentent la calcification induite par le Pi via un switch

ostéogénique des CMLV

Pour analyser les effets des EVs dérivées de macrophages sur la calcification des CMLV,
les cellules MOVAS ont été traitées pendant 14 jours avec 4 mM de Pi et les EVs dérivées de
macrophages. Une augmentation significative de la concentration de calcium intracellulaire est
observée apres un traitement de 14 jours des CMLV avec du Pi et des EV Hu par rapport aux

cellules traitées uniquement avec du Pi (* p < 0,05 vs. Pi (4mM), Figure 97).
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Figure 97 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur la calcification
de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV).

La calcification des CMLYV est induite par ajout de 4 mM de phosphate inorganique (Pi) dans
le milieu pendant 14 jours. Les cellules sont également mises en présence d’EVs de
macrophages non traités (EV CT24) ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de
10,5 uM (concentration normale, EV Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu). La
calcification des CMLV est ensuite analysée en réalisant un dosage calcium a
[’o-crésolphtaléine. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. Pi (4mM) ; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney.

Nous nous sommes ¢également intéressés aux effets de ’homocystéine seule sur la
calcification des CMLV. En effet, nous pouvons supposer que I’homocystéine transportée dans
les EVs exerce un effet pro-calcifiant sur les CMLV. Dans notre modele, ’homocystéine
n’induit pas la calcification des CMLV (Figure 98A). De plus, I’homocystéine n’a pas d’effet
sur la calcification des CMLV induite au Pi (Figure 98B). Nous pouvons donc exclure que les
effets des EV Hu soient dus a la présence d’homocystéine dans les EVs puisque ’homocystéine

seule avec ou sans le Pi n'a aucun effet sur la calcification des CMLV.
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Figure 98 : Effets de I’homocystéine sur la calcification des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLYV).

(A) Les CMLYV sont traitées pendant 14 jours avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi 4) ou
de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (Hn, concentration normale) ou 45,2 uM
(Hu, concentration urémique). (B) Les CMLYV sont traitées pendant 14 jours avec 4 mM de
phosphate inorganique et de [’homocystéine a la concentration normale (Pi 4 + Hn) ou a la
concentration urémique (Pi 4 + Hu). La calcification des CMLYV est ensuite analysée en
réalisant un dosage calcium a [’o-crésolphtaléine. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). *p < 0,05 vs. CT ; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney.

De plus, une diminution significative de I'expression des ARNm de MGP, inhibiteur de

la calcification, est observée apres 7 jours de traitement des CMLV avec du Pi et les EV Hu par

rapport aux cellules traitées uniquement avec du Pi (** p < 0,01 vs. Pi (4mM) ; Figure 99).
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Figure 99 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de la protéine Gla de la matrice (MGP) dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi) avec ou sans les EVs de
macrophages pendant 7 jours. L’ expression génique de MGP a été quantifiée par RT-qgPCR et
normalisée par |’expression de I’ARNm de la [3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM de 6 expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=6). ** p < 0,01 vs. Pi (4mM)
; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

L'expression des ARNm de différents marqueurs ostéogéniques (BMP-2, Osx et OCN)
est significativement augmentée apres traitement des CMLV avec du Pi et les EV Hu par
rapport aux CMLYV traitées uniquement avec du Pi (* p < 0,05 vs. Pi (4mM) ; Figure 100A, B,
C). Dans les mémes conditions, l'expression des ARNm du marqueur contractile a-SMA est
significativement diminuée par rapport aux CMLYV traitées uniquement au Pi (* p < 0,05 vs. Pi
(4mM) ; Figure 100D). Nous nous sommes également intéressés aux effets des EVs de
macrophages sur I’expression de marqueurs synthétiques SMemb (smooth muscle myosin heavy
chain) et vimentine (VIM) dans les CMLV. En effet, lors de la CV, les CMLV se différencient
plutot vers un phénotype ostéogénique qu’un phénotype synthétique. Dans notre modeéle,
I’expression génique de SMemb et VIM est significativement diminuée par rapport aux CMLV

traitées uniquement au Pi (* p < 0,05 vs. Pi (4mM) ; Figure 100E et F).
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Figure 100 : Effets des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages sur I’expression
génique de marqueurs ostéogéniques, contractile et synthétiques des cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLYV).

Les CMLYV ont été incubées avec 4 mM de phosphate inorganique (Pi) avec ou sans les EVs de
macrophages pendant 7 jours. L’expression génique de (A) BMP-2, (B) Osx, (C) OCN,
(D) a-SMA, (E) SMemb et (F) VIM a été quantifiée par RT-gPCR et normalisée par
[’expression de I’ARNm de la f3-actine. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4
expériences indépendantes réalisées en triplicate (n=4). * p < 0,05 vs. Pi (4 mM) ; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney.

En conclusion, nos résultats montrent que les EV Hu aggravent la CV non seulement en
induisant un switch ostéogénique des CMLV mais également en diminuant I’expression de

I’inhibiteur de calcification MGP.
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5. Analyse du contenu protéique des EV's sécrétées par les macrophages

apres traitement avec [’homocystéine

Afin d’¢lucider le mécanisme d'action des EV Hu dans 1'aggravation de la calcification
des CMLV, nous avons analysé le contenu protéique et inflammatoire des EVs de macrophages
apres traitement avec de I’homocystéine. Nous avons bien détecté, par spectrométrie de masse,
des protéines spécifiques d’EVs confirmant ainsi la présence d’EVs dans nos échantillons

comme c’était le cas précédemment en présence de LPS-EK (Tableau 6).

Nous avons ensuite réalis¢ une analyse hiérarchique des clusters afin de comparer le
contenu protéique des EVs dans nos différentes conditions expérimentales. Cette analyse est
une approche pour I’exploration multivariée des données qui permet ainsi d’identifier des
groupes de profils similaires ou au contraire différents. La Figure 101 montre le profil des 23
protéines les plus discriminantes (lignes) en fonction des conditions expérimentales (colonnes).
Comme attendu, les réplicats de chaque condition sont regroupés ensemble (Figure 101). Cette
analyse montre une séparation claire du profil protéique des différentes préparations d’EVs
(Figure 101). Nous distinguons ainsi 3 clusters protéiques appartenant a la condition controle
(EV CT24), a la condition de concentration d’homocystéine normale (EV Hn) et a la condition
de concentration d’homocystéine urémique (EV Hu) (Figure 101). De facon intéressante, nous
pouvons observer un profil protéique intermédiaire dans les EV Hn (Figure 101).

En étudiant plus précisément cette analyse, la Figure 101 montre une variation
significative de I’expression des 23 protéines entre les EV Hu par rapport aux EV CT24 (Figure
101). Parmi les 23 protéines, seules 2 protéines sont significativement augmentées : la protéine
tyrosine kinase Fgr et I’intégrine B2 (Figure 101). L’expression des 21 autres protéines est au
contraire significativement diminuée dans les EV Hu par rapport aux EV CT24 (Figure 101).
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Figure 101 : Heatmap et dendrogramme montrant I’expression relative des 23 protéines
les plus discriminantes et le clustering respectif des protéines quantifiées.

Les EVs ont été récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de I’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale,
EV Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. Une analyse par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de
masse a été réalisée. L analyse hiérarchique des clusters montrent [’expression relative des 23
protéines les plus discriminantes entre les différentes conditions expérimentales. La
normalisation du Z-score de [’abondance des protéines est signalée par une échelle de couleur
avec le vert indiquant les protéines moins exprimées et le rouge les protéines plus exprimées.

Nous avons ensuite analysé I’expression de 10 cytokines pro-inflammatoires dans les
EVs sécrétées par les macrophages traités ou non a ’homocystéine en utilisant un kit de dosage
multiplex de chez MSD (Annexe 1). L'homocystéine n'a pas d'effet sur le contenu en cytokines
pro-inflammatoires des EVs dérivées des macrophages traités avec de I’homocystéine (Figure

102).
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Figure 102 : Effets de I’homocystéine sur I’expression de cytokines pro-inflammatoires
dans les vésicules extracellulaires (EVs) dérivées des macrophages.

Les EVs ont été récoltées a partir du milieu de culture des macrophages non traités (EV CT24)
ou traités avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM (concentration normale,
EV Hn) ou 45,2 uM (concentration urémique, EV Hu) pendant 24 heures. L’expression
protéique des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70),
TNF-a, IFN-y, KC-GRO) a été mesurée dans les EVs dérivées des macrophages en utilisant un
kit de dosage multiplex.

L’aggravation de la CV observée dans les CMLYV serait donc due a une modification du

contenu protéique des EVs.
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La calcification vasculaire (CV) est un processus complexe impliquant différents
mécanismes cellulaires et moléculaires tels que le switch ostéogénique des CMLYV, la perte
d’expression des inhibiteurs de la CV, ’apoptose, la dérégulation de I'hnoméostasie Ca>*/Pi ou

encore la dégradation et la modification de la matrice extracellulaire [233].

L’insuffisance rénale chronique (IRC) et le déséquilibre de la balance minérale sont
responsables d’une augmentation de la calcification [234] et du relargage d’EVs. 1l a d’ailleurs
¢té mis en évidence un nombre plus ¢élevé d'EVs chez les patients atteints d'IRC et de CV [152].
De plus, différentes études in vivo ont montré que les EVs provenant de différents types
cellulaires tels que les cellules endothéliales [159], les CMLV [152] ou les macrophages [235]
sont des promoteurs de la calcification chez les patients atteints d’IRC [154]. Par exemple,
Soriano et al. ont ainsi montré que les microvésicules endothéliales de patients atteints d'IRC
pouvaient induire l'expression du marqueur ostéogénique OCN dans des EPCs, des CMLV et
des fibroblastes, avec un effet plus important des EVs dérivées de patients IRC atteints de CV
[152]. Viegas et al. ont aussi démontré que les EVs provenant de patients atteints d'IRC au stade
5 induisaient la CV via une réponse inflammatoire et une différentiation ostéochondrogénique
des CMLYV [154]. 1l a également été¢ montré que les exosomes dérivés de CMLV de rats IRC
contenaient moins de fetuin-A, un inhibiteur de la calcification, et pouvaient induire la
calcification de CMLV via ’activation des voies de signalisation Nox-1, MEK1 et Erkl/2
[162].

Ces différentes études ont ainsi mis en évidence un rdéle majeur des EVs dérivées des
cellules endothéliales et des CMLYV dans le processus de CV au cours de 1'IRC. Cependant, les
macrophages et leurs EVs sécrétées semblent également jouer un rdle important dans ce
processus [236]. Les macrophages représentent une des principales sources d’inflammation et
de stress oxydant [237] qui est associée a la calcification artérielle au cours de I'IRC [238].
Aikawa et al. avaient par ailleurs montré par imagerie une co-localisation des calcifications et
des macrophages dans des plaques athérosclérotiques de souris déficientes en apolipoprotéines
E suggérant ainsi un role important de ces cellules et de I’inflammation dans la calcification
[239]. Enfin, plus récemment, il a ét¢é montré que la polarisation des macrophages vers le
phénotype M1 conduit a une inflammation chronique via la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNF- a, IL-18, IL-6...) qui favorisent la différenciation des CMLV en cellules
ostéogéniques [236]. D’autres études plus récentes ont identifi¢ les EVs dérivées des

macrophages comme des médiateurs de CV [167,168,240].
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Dans notre projet de recherche, nous avons émis I'hypothése que les EVs sécrétées par
les macrophages dans des conditions pro-inflammatoires et pro-oxydantes augmenteraient la
calcification des CMLYV via la propagation de l'inflammation et du stress oxydant. Pour tester
notre hypothése, nous avons incubé une lignée cellulaire murine de CMLV avec des EVs
dérivées de macrophages murins traités avec du LPS-EK ou avec 1’homocystéine, toxine
urémique accumulée chez les patients IRC. Nous avons ensuite analysé les effets des EVs
dérivées de ces macrophages sur la calcification et I’expression de marqueurs ostéogéniques,
inflammatoires et de stress oxydant dans les CMLV. Nous avons également analysé le contenu

protéique et le profil inflammatoire des EVs sécrétées par les macrophages traités ou non.

Partie 1 : LPS-EX

Les patients atteints d’IRC présentent une endotoxémie élevée et notamment une
augmentation des concentrations sériques de LPS favorisant ainsi I’activation de réponses
immunitaires innées et donc le maintien d’un état pro-inflammatoire [63]. C’est pourquoi, nous
avons choisi d’utiliser le modele de cellules RAW 264.7 traitées au LPS, modele qui est
couramment utilisé dans la littérature, afin d’étudier les mécanismes d’inflammation et de stress
oxydant [229]. Nous avons dans un premier temps analysé l'effet du LPS-EK sur la viabilité
des macrophages. Dans notre modé¢le, un traitement de 24 heures des macrophages avec le
LPS-EK induit une cytotoxicit¢ de 25%. Les cellules RAW sont connues pour étre
particulierement sensibles au LPS [241] ce qui peut expliquer l'inhibition de la croissance
cellulaire observée dans notre expérience. Nous avons par conséquent traité les macrophages
avec le LPS-EK a des temps plus courts (6h). Apres avoir vérifié I’absence de toxicité cellulaire,

nous avons opté pour ces conditions pour la suite de nos expériences.

L’induction d’une réponse inflammatoire aprés traitement des macrophages avec le
LPS-EK a été¢ mise en évidence par I’augmentation significative de I’expression génique et
protéique des cytokines pro-inflammatoires mesurée par RT-qPCR et par le kit multiplex MSD
respectivement. Ces résultats sont tout a fait concordants avec les résultats obtenus dans la
littérature [242]. En effet, le LPS-EK active le récepteur TLR4 par deux voies dépendantes ou
non de la protéine de réponse primaire de différenciation myéloide 88 (MyD88) [242]. La voie
MyD88-dépendante permet la transcription de genes codants pour des cytokines pro-
inflammatoires tandis que la voie MyD88-indépendante permet la production d’interférons
[242]. Comme décrit dans la littérature [243], nous avons également mis en évidence une

augmentation significative de I'expression génique de NLRP3 aprés traitement des
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macrophages avec le LPS-EK. NLRP3 est une protéine activatrice de I’inflammasome qui
permet le clivage protéolytique de la pro-caspase-1 en caspase-1 active capable de convertir le
pro-IL-1P et pro-IL-18 en IL-1p et IL-18, formes biologiquement actives [243]. Nos résultats
montrent que le LPS-EK induit une polarisation M1 pro-inflammatoire des cellules RAW,

résultat en accord avec I’étude de Li ef al. dans une lignée de monocytes U937 [244].

Nous avons également montré que le LPS-EK induit un stress oxydant dans les
macrophages avec tout d’abord une augmentation significative de la production de ROS comme
décrit dans la littérature [245]. En paralléle, nous avons aussi mis en évidence une diminution
significative de l'expression des génes du systéme antioxydant Nrf2/Keap1 apres traitement des
macrophages avec le LPS-EK. Nrf2 est un facteur de transcription permettant d’induire la
transcription de geénes antioxydants [246]. En conditions basales, Keapl forme un complexe
avec Nrf2 ce qui entraine sa dégradation par le protéasome [246]. En conditions de stress
oxydant, la modification de résidus cystéines sur la protéine Keapl inhibe son interaction avec
Nrf2 [246]. Ceci permet alors la translocation nucléaire de Nrf2 qui peut alors exercer son role
de facteur de transcription et permettre de protéger la cellule face a un exces de production de
ROS [246]. La diminution d’expression génique de Keapl observée dans notre modele peut
étre expliquée par I’induction d’un mécanisme de défense mis en place par la cellule afin de
favoriser la stabilisation de Nrf2 pour pallier I’induction de ROS. En revanche, la diminution
de D’expression génique de Nrf2 pourrait s’expliquer par 1’induction d’un stress oxydant
important entrainant une impossibilité de la cellule a y faire face. Il est également important de
souligner que ce résultat ne reflete pas I’activité de ce facteur de transcription. En effet, il serait
intéressant d’analyser la translocation nucléaire de Nrf2 ou I’expression prot€ique de Nrf2 au
niveau cytosolique et nucléaire. Malgré une augmentation du stress oxydant, nous avons mis
en évidence une diminution de la production de ’anion superoxyde (O2") due a la fois a la
diminution de sa synthése par Nox-2 et a une augmentation de sa dégradation par SOD2. Ce
résultat est surprenant car il est décrit que le LPS augmente la production d’O>™ dans les
macrophages [247,248]. Cependant, cette diminution de O™ peut s’expliquer par le couplage
rapide de I’O>" ave le NO formant ainsi du peroxynitrite ONOO-, molécule pouvant médier en
retour des réponses oxydantes importantes [249]. En effet, une diminution de la production de
NO a été observée malgré une augmentation de ’expression génique de 1I’iNOS, enzyme

permettant la production de NO, comme décrit dans la littérature [250].
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Nous avons ensuite étudié les effets du LPS-EK sur la biogenése des EVs et montré que
le LPS-EK inhibait la biogénése des EVs en diminuant de facon significative l'expression
génique de SMPD3, de phospho-1, de TNAP et I'activit¢ AChE, inhibition confirmée par la
réduction de la quantité d’EVs détectée par NTA. Ces résultats sont en accord avec la littérature
[251,252] et notamment 1’étude de Liu et al. qui a montré que le LPS diminuait I'expression de
SMPD3 dans les macrophages RAW [251]. L’autophagie jouant un role important dans la
biogenése des EVs, nous avons étudié les effets du LPS-EK sur des marqueurs de 1’autophagie.
Dans notre modele cellulaire, le LPS-EK diminue également de manicre significative
I'expression des marqueurs autophagiques et augmente significativement l'expression génique
de la protéine p62. Ces résultats sont concordants avec la littérature car il a été montré que la
protéine p62 s’accumule lors d’une inhibition des mécanismes d’autophagie [231]. De fagon
intéressante, une étude a mis en évidence un lien entre 1’autophagie et la polarisation des
macrophages [253]. L’inhibition de I’autophagie favoriserait la polarisation des macrophages
vers un phénotype M1 pro-inflammatoire [253], phénotype que nous observons dans nos
cellules apres traitement avec le LPS-EK. L'autophagie étant également connue pour étre liée a
la biogénese des EVs [230], nous pouvons supposer que le LPS-EK induit une inhibition de ces
deux mécanismes. Ces résultats pourraient étre expliqués par l'induction d'un mécanisme de
protection mis en place par les cellules afin d'éviter la propagation de l'inflammation et du stress
oxydant via la sécrétion d'EVs. Zhao et al. ont aussi montré que I’autophagie contribuait a
I’homéostasie redox, et ce, de facon antioxydante non seulement par la clairance de composants
cellulaires oxydés, mais également en promouvant les défenses antioxydantes via la voie
p62/Keap1/Nrf2 [254]. Par conséquent, une déficience en autophagie comme observée dans
notre modele cellulaire, diminuerait les défenses antioxydantes ce qui pourrait également

expliquer I’augmentation du stress oxydant observée.

Les résultats obtenus grace a la TEM et au NTA nous ont permis de mettre en évidence
que nos preéparations d’EVs étaient principalement enrichies en exosomes et en microvésicules
et la cryo-EM a confirmé I’intégrit¢é des membranes des EVs. Cette caractérisation a été
confirmée par la présence dans nos échantillons de tétraspanines membranaires (CD9, CDS81),
de la B-actine, d’une activit¢ AChE et de protéines spécifiques d’EVs mis en évidence par

I’étude protéomique.
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De facon intéressante, nos résultats montrent que les EVs produites par les macrophages
inflammatoires (EV LPS) ont la capacité d’induire une réponse inflammatoire dans les CMLV
avec une augmentation significative de I'expression génique des cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, IL-1pB et TNF-a)). L’étude du profil inflammatoire des EVs sécrétées montre que les EVs
LPS étaient enrichies en cytokines pro-inflammatoires notamment IL-6, IL-1B et TNF-a,
résultat cohérent avec la polarisation M1 des cellules RAW aprés traitement avec le LPS-EK.
Ces résultats sont en accord avec 1’é¢tude de Li ef al. qui a montré que le milieu conditionné des
macrophages traités par le LPS contenait de 1I’IL-6 et du TNF-a [244]. Nous pouvons donc
émettre 1’hypothése que les cytokines pro-inflammatoires des macrophages M1 sont
transportées par les EVs sécrétées par ces cellules et induisent un état pro-inflammatoire dans
les cellules réceptrices telles que les CMLV. Différentes études ont d’ailleurs montré que les
cytokines inflammatoires ont des effets biologiques sur les CMLV [255]. Par exemple, Barillari
et al. ont montré que 1'lL-1p, le TNF-a et I'lFN-y sécrétés par des cellules immunitaires activées
augmentent l'expression de 1'intégrine a5B1, un récepteur de la fibronectine, conduisant a une
augmentation de la prolifération et de la migration des CMLV, deux mécanismes nécessaires a

la formation des 1ésions d’athérosclérose [256].

Ces EVs induisent également un stress oxydant avec une augmentation significative de
la production de ROS. Cependant, les EVs provenant des macrophages controles (EV CT6)
augmentent aussi la production de ROS dans les CMLV. Il est important de souligner que nous
avons traité les CMLV avec le méme volume d’échantillon d’EVs. Or, nous avons mis en
évidence une diminution du nombre de particules dans les préparations EV LPS. Nous avons
donc slirement traité les CMLV avec un nombre plus important d’EV CT6 et les effets observés
des EV LPS sont donc probablement sous-estimés. Nous avons également mis en évidence une
augmentation significative de I’expression génique des marqueurs SOD-1, SOD-2, Nrf2 et
Keapl apres traitement des CMLV avec les macrophages traités au LPS-EK. Les enzymes
SOD-1 et SOD-2 impliquées dans la dégradation de I’O.™ ainsi que Nrf2 représentent de
puissants acteurs du systéme de défense antioxydant [257]. Les CMLYV stimulent probablement
la transcription de ces genes pour faire face a la production de ROS induite par les EV LPS.
L’augmentation de 1’expression génique de Keapl pourrait étre expliquée par un mécanisme

d’autorégulation de la cellule afin de palier a la surexpression de Nrf2.

Ces résultats confirment donc notre hypothese, a savoir que les EVs sécrétées dans des
conditions pro-inflammatoires et pro-oxydantes sont capables de propager l'inflammation et le

stress oxydant dans des cellules environnantes telles que les CMLV.
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Cette propagation influence la calcification puisque nous avons montré que ces EVs
augmentaient significativement la calcification des CMLYV induite par le Pi pendant 14 jours
ou pendant les 7 derniers jours de 1’induction de la calcification par le Pi. Le LPS seul n’ayant
aucun effet sur la calcification des CMLV permet d’exclure que les effets des EV LPS soient
dus a la présence de LPS dans les EVs. Cette augmentation de la calcification serait
vraisemblablement due a la diminution de l'inhibiteur de calcification MGP et a I’induction
d’un switch ostéogénique des CMLV observées dans nos expériences. D’ailleurs, de fagon
similaire, 1’é¢tude de Li ef al. a montré que le milieu conditionné de macrophages traités avec
du LPS induisait un switch ostéogénique des cellules interstitielles valvulaires en augmentant
I’OPN, le BMP-2 et I’ALP [244]. De plus, cette étude a montré que 1’augmentation de 1’1L-6,
I’IL-1B et le TNF-a dans le milieu conditionné est associée avec une augmentation de la
production de MMP qui contribuent a la dégradation de la matrice extracellulaire, le remodelage

et la calcification valvulaire [244].

L’¢étude protéomique a permis d’identifier trois protéines (CAD, PAI-1 et Saa3)
surexprimées dans les EV LPS par rapport aux EV CT6. La cis-aconitate décarboxylase
(CAD), une enzyme mitochondriale codée par le gene Irgl et impliquée dans la production
d'itaconate, est connue pour &tre surexprimée en conditions pro-inflammatoires dans les
macrophages [258-261]. L'itaconate possede des propriétés immunorégulatrices et
antioxydantes [261-264]. Cependant, une ¢étude a également identifi¢ I'itaconate comme
activateur de la production d'IL-1B lorsqu'il est administré a haute dose dans des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse [265]. De plus, la production de ROS peut étre
médiée via l'induction de 1’expression d'Irgl [266]. Dans notre étude, les EV LPS étaient
enrichies en protéines CAD, nous pouvons donc supposer que cette enzyme permet une
production importante d'itaconate dans les CMLV conduisant ainsi a I’induction d’une réponse

inflammatoire et oxydante, qui pourrait a son tour induire la calcification.

Nous avons également mis en évidence une surexpression de P’inhibiteur de
I'activateur du plasminogéne-1 (PAI-1) dans les EV LPS. Tout d'abord, différentes études
ont mis en évidence une augmentation de l'expression du PAI-1 dans des cellules traitées au
LPS [267,268] mais également un role immunorégulateur du PAI-1 via la voie de signalisation
du TLR4 [269]. Une augmentation de I’expression du PAI-1 est également observée en
conditions de stress oxydant [270]. La surexpression de la protéine PAI-1 retrouvée dans les
EV LPS peut donc étre expliquée par l'activation des macrophages par le LPS-EK. De plus, il

a ¢été montré dans de nombreuses études que la protéine PAI-1 était associée a la présence
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d’athérosclérose. En effet, PAI-1 est augmentée dans les artéres coronaires de patients atteints
d’athérosclérose [271-274]. Cette protéine est également surexprimée chez les patients atteints
d'IRC par rapport aux individus sains [275]. Une corrélation positive a été observée entre
I’expression du PAI-1 et la concentration calcique de 65 valves aortiques calcifiées indiquant
donc que PAI-1 est liée a la CV [276]. Enfin, ’expression du PAI-1 est aussi positivement
corrélée a I'épaisseur de la média vasculaire [275]. Le PAI-1 contenu dans les EV LPS pourrait
donc participer a l'aggravation du processus de CV observée dans nos conditions

expérimentales.

Enfin, la protéine sérum amyloide A-3 (Saa3), également augmentée dans les EV LPS,
fait partie de la famille des apolipoprotéines associées aux HDL dans le plasma. Comme la
protéine CAD et le PAI-1, la protéine Saa3 est surexprimée apres traitement au LPS [277,278].
Différentes études ont identifié des roles similaires entre les cytokines et les protéines Saa avec
notamment des capacités a activer plusieurs récepteurs comme les TLR ou des facteurs de
transcription tels que NF-kB [279]. De plus, les protéines Saa sont impliquées dans les
mécanismes de CV [280-282]. En effet, ces molécules sont capables d’induire la production de
cytokines pro-inflammatoires et la différenciation ostéogénique de CSM via I’activation du
récepteur TLR4 [280]. Zhang et al. ont également montré que les protéines Saa peuvent induire
un changement ostéogénique des CMLYV via I’activation de la voie de signalisation p38 MAPK
[281]. Les protéines Saa augmentent également l'entrée de calcium dans les CMLV d’artéres
coronaires humaines [282]. Nous pouvons donc supposer que la protéine Saa3 transportée par
les EV LPS augmente I'entrée de Pi dans les CMLYV favorisant ainsi le switch ostéogénique des

CMLV et I’aggravation de la CV.

En conclusion de cette premicre partie, nos résultats montrent que les EV LPS sont
enrichies en protéines impliquées dans l'inflammation, le stress oxydant et aggravent les

mécanismes de CV dans les CMLYV et notamment les microcalcifications.

Partie 2 : Homocystéine

Lors de I'IRC, la fonction rénale diminue et des toxines urémiques telles que
I’homocystéine s’accumulent chez les patients. L hyperhomocystéinémie favorise le maintien
d’un état pro-inflammatoire et pro-oxydant chez les patients IRC [85]. De plus,
I’hyperhomocystéinémie représente un facteur de risque de progression vers des stades séveres
de CV [283]. Nous nous sommes donc intéressés aux effets de 1’homocystéine sur les

macrophages et le role des EVs sécrétées par ces macrophages sur la calcification des CMLV.
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Nos résultats montrent, d’une part, que I’homocystéine ne présente pas de toxicité sur
la viabilité cellulaire des macrophages mais a plutot un effet prolifératif dose dépendant. Ces
résultats sont concordants avec ceux rapportés dans la littérature, sur un autre type cellulaire,
les CMLYV, et qui montrent que I’homocystéine augmentait la prolifération des cellules via une
régulation de I’expression des cyclines A et D1 [284]. D’autre part, nos résultats montrent que,
contrairement au traitement avec le LPS-EK, seule une augmentation significative de
I’expression génique de 1I'[L-6 a été observée apres traitement des macrophages avec de
I’homocystéine a la concentration urémique en comparaison aux macrophages non traités. Ces
résultats sont sensiblement contradictoires avec la littérature. En effet, une augmentation
significative de 1’expression des cytokines IL-1p et TNF-a aprés traitement des macrophages
RAW avec de I’homocystéine a une concentration de 5 mM pendant 1 heure [285] ou 100 uM
pendant 24 heures [286] a été précédemment publiée. De plus, Winchester et al. ont montré que
les macrophages RAW traités avec de I’homocystéine a une concentration de 500 uM pendant
24 heures adoptent un phénotype M1 pro-inflammatoire [287]. Les auteurs ont mis en évidence
une surexpression des MMP-9, du marqueur du phénotype M1 CD40 et de la protéine ECM
metalloproteinase inducer (EMMPRIN) induite par des facteurs pro-inflammatoires tels que
I’IL-18 [287]. 11 est toutefois important de noter que lors de nos expérimentations, nous avons
utilisé des concentrations d’homocystéine (10,5 uM et 45,2 uM) a savoir 10 fois plus faibles
que celles choisies dans les études citées précédemment car ces concentrations se rapprochent
davantage des conditions cliniques retrouvées chez les patients et définies dans la base de
données d’EUTox. Nous pouvons supposer que la lignée de macrophages que nous avons
utilisée est moins sensible a I’induction d’une réponse inflammatoire par des concentrations

d’homocystéine aussi faibles.

Nous avons également montré que I’homocystéine induit dans les macrophages un stress
oxydant via une augmentation de la production des ROS, ce qui corrobore avec la littérature
[285,287]. Cet effet est d’autant plus marqué a la concentration normale qu’a la concentration
urémique ce qui suggere que la cellule n’induit pas de mécanismes de défense antioxydante a
la concentration la plus faible d’homocystéine et donc une production plus importante de ROS
a cette concentration. Dans la littérature, il a été démontré une augmentation de la production
d’Ox™ apres traitement de macrophages avec 1’homocystéine [288]. Cependant, dans notre
é¢tude, comme pour le LPS-EK, I’homocystéine induit au contraire une diminution de la
production d’O>™ qui peut s’expliquer par la diminution de Nox-2. Nous avons également mis

en évidence une diminution de la production de NO aprés traitement des macrophages avec
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I’homocystéine sans variation d’expression génique d’iNOS. Tout comme pour le LPS-EK,
nous pouvons supposer que la production de NO et d’O>" est diminuée pour permettre la

production de peroxynitrite, molécule ayant des propriétés pro-oxydantes.

L’ensemble de nos résultats montrent donc que 1’homocystéine induit un stress oxydant
dans les macrophages et une augmentation de I’expression génique de I’IL-6 aux conditions

expérimentales définies dans notre étude.

Nous avons ensuite étudié ’effet de ’homocystéine sur 1I’autophagie et la biogenéese des
EVs de macrophages car ces deux mécanismes partagent des voies moléculaires similaires [27].
Comme pour le LPS-EK, nous avons ainsi mis en évidence une diminution de 1’expression
génique des marqueurs d’autophagie (Atg5, Beclin-1, ULK1 et LC3b) et une augmentation de
I’expression génique de p62. Nous avons également mis en évidence une diminution de
I’expression génique des marqueurs de biogenése des EVs (SMPD3 et phospho-1) apres
traitement des macrophages avec I’homocystéine. De fagon intéressante, Khayati et al. ont
démontré que I’homocystéine est capable d’inhiber 1’autophagie de neurones humains et murins
conduisant a la production de protéines anormales [289]. Cependant, il a aussi été démontré une
augmentation de la production de microvésicules apres traitement d’HUVECs avec 50 uM
d’homocystéine [144]. Tout comme le LPS-EK, nous pouvons supposer que dans nos
conditions expérimentales, les macrophages induisent un mécanisme de défense afin d’éviter

la propagation du stress oxydant via la production d’EVs.

L’étude par TEM et NTA des fractions d’EVs de macrophages traités ou non avec de
I’homocystéine montrent, comme c’était le cas apreés exposition au LPS-EK, la présence
d’exosomes et de microvésicules, ce qui a été confirmé par 1’étude protéomique, par Western
Blot (CD9, CD81 et B-actine) et une activité AChE augmentée. Concernant le NTA, nous avons
mis en évidence une diminution du nombre de particules dans I’échantillon EV Hn et une l1égére
augmentation dans 1’échantillon EV Hu. Ces résultats peuvent étre expliqués par 1’induction
d’un stress oxydant important apres traitement des macrophages avec de ’homocystéine a la
concentration normale favorisant ainsi I’induction d’un mécanisme de défense par la cellule via
I’inhibition de la biogenése d’EVs. Malgré 1’absence d’effet de 1’homocystéine a la
concentration normale sur 1’expression génique de SMPD3, marqueur de la biogenése des
exosomes, nous pouvons supposer une diminution du nombre de microvésicules et non
d’exosomes. Il est toutefois important de rappeler que 1I’homocystéine posséde un effet
prolifératif sur les macrophages, pouvant sous-estimer les effets précédemment décrits et a

I’inverse justifier I’augmentation du nombre d’EVs observée a la concentration urémique. Ces
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EVs ne sont pas toxiques sur les CMLV mais entrainent une augmentation de leur prolifération.
Or, nous avions démontré un effet prolifératif de I’homocystéine dans les macrophages. Il est
possible que les EV Hn et EV Hu contiennent des molécules favorisant la prolifération cellulaire
bien qu’il soit important de souligner également I’effet prolifératif des EV CT24 sur les CMLV

laissant penser a une non-spécificité du traitement a I’homocystéine.

Malgré une absence d’effet des EV Hn et EV Hu sur I’expression génique des marqueurs
d’inflammation, de stress oxydant et la production des ROS des CMLV, nous avons observé
une aggravation de la calcification par induction d’un switch ostéogénique des CMLV et par
une diminution significative de I’expression génique de 1’inhibiteur de calcification MGP. Cet
effet est intrinséque aux EVs car I’homocystéine seule n’a aucun effet sur 1’induction ou
I’aggravation de la calcification des CMLV. Cela suggere donc que les EV Hu sont capables
d’aggraver la calcification des CMLV via un mécanisme qui reste a €lucider. Une piste
envisageable pourrait étre celle de la production d’IL-6 par les macrophages exposés a
I’homocystéine. En effet, Kurozumi et al. ont récemment prouvé la contribution de I’IL-6 au
développement de la CV lors de ’inflammation chronique en induisant une activation de
I’expression de Runx2 conduisant a un switch ostéogénique de CMLV humaines [290]. En
réduisant la transcription de STAT3, ils ont pu bloquer I’expression de I’IL-6 et réduire de fagon
drastique la calcification de ces cellules [290]. Une étude similaire devra €tre conduite sur notre

modele pour confirmer cette hypothése.

Le contenu protéique des EVs a été étudié par spectrométrie de masse et nous avons
ainsi mis en évidence une surexpression de 2 protéines dans les EV Hu en comparaison aux EV

CT24 : I’intégrine B2 et la protéine tyrosine kinase Fgr.

Les intégrines représentent une famille de molécules d’adhésion cellulaire ayant un role
important dans de nombreux types cellulaires dont les cellules ostéoblastiques [291]. Ces
molécules sont capables de se lier a différents composants de la matrice extracellulaire tels que
le collagene, la laminine ou la fibronectine permettant ainsi de réguler ’homéostasie et le
développement osseux [291]. Une étude a notamment mis en évidence un rdle de I’intégrine a5
dans 1’ostéogenése. L’activation pharmacologique de cette protéine dans des cellules
mésenchymateuses induit une augmentation de la différenciation de ces cellules en ostéoblastes
promouvant ainsi la formation osseuse [292]. De plus, Hodroge et al. ont montré que les EVs
interagissaient avec le collagene de type 1 via des couples d’intégrines al/B1 et a2/B1 présentes
a leur surface et que I’inhibition de cette interaction a 1’aide d’un hexasaccharide d’acide

galacturonique (DP8) diminue la calcification de ces cellules [164]. Nous pouvons supposer

171



Discussion

que I’augmentation d’expression de I’intégrine B2 dans les EV Hu favorise I’interaction des
EVs avec le collagéne du milieu extracellulaire des CMLV entrainant ainsi une aggravation de

la CV.

La protéine Fgr fait partie de la famille des protéines kinases non récepteur qui sont
exprimées dans de nombreuses cellules. De fagon intéressante, la protéine tyrosine kinase Fgr
est principalement exprimée dans le systéme hématopoiétique. Acin-Pérez et al. ont montré que
les ROS activent la protéine Fgr et que son expression est augmentée dans les macrophages
pro-inflammatoires [293]. De plus, I’invalidation du géne codant pour la protéine Fgr diminue
la polarisation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire [293]. En revanche, dans
notre modele, aucun effet de I’homocysteine sur 1’inflammation n’a été¢ observée dans les
CMLYV incubées avec les EVs. Ces résultats sont cohérents avec les résultats de 1’étude du profil
inflammatoire des EVs sécrétées par les macrophages apres traitement qui ne montrent aucune
variation de cytokines pro-inflammatoires dans les EVs. Il serait intéressant d’analyser
I’inflammation a des temps plus longs. Aucune donnée n’a été publiée concernant le role de la
protéine Fgr dans la calcification ou la différenciation ostéogénique des CMLV. Cependant,
ceci n’est pas forcément li¢ a I’absence d’effet de cette protéine dans la CV. Des études
supplémentaires sont donc nécessaires pour identifier le lien entre la surexpression de cette

protéine dans les EV Hu et I’aggravation de la CV observée dans notre modele.

Nous avons également mis en évidence une sous-expression de 21 protéines dans les
EV Hu en comparaison aux EV CT24. Parmi ces protéines, ’acétyltransférase Naal0 a été
identifiée comme ayant un rdle dans la différenciation ostéogénique et la formation osseuse
[294]. En effet, Yoon et al. ont montré que NaalO est capable d’inhiber le facteur de
transcription Runx2 en I’acétylant ce qui entraine une inhibition de la différenciation de cellules
ostéoblastiques [294]. La sous-expression de cette protéine dans les EV Hu pourrait par
exemple entrainer une stabilisation de la protéine Runx2 favorisant ainsi 1’aggravation de la
CV. Selon la littérature, aucun lien n’a été identifié¢ entre la CV et les autres protéines sous
exprimées dans les EV Hu. Cependant, nous ne pouvons pas exclure un réle de ces variations
d’expression de ces protéines dans I’aggravation de la CV. Il est probable que les effets des EV
Hu sur I’aggravation de la CV soient imputables a de multiples variations d’expression
protéique. Pour finir, un point intéressant est que le profil protéique intermédiaire a été observé
dans les EV Hn suggérant un effet dose dépendant de I’homocystéine sur les variations du

contenu protéique des EVs.
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D’aprées nos résultats, les EVs sécrétées par les macrophages apres traitement avec de
I’homocystéine présentent donc une modification de leur contenu protéique induisant ainsi un
switch ostéogénique des CMLV et une diminution de I’expression de I’inhibiteur de

calcification MGP conduisant in fine a une aggravation de la CV.
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Conclusion & Pevspectives

En conclusion, nous avons montré une contribution directe des macrophages dans le
processus de microcalcification via le relargage des EVs, voie alternative en plus du switch
ostéogénique des CMLV. En effet, nous avons montré que les EVs sécrétées par des
macrophages activés (+ LPS-EK ou homocystéine) sont capables d’aggraver le processus de

CV (Figure 103 et Figure 104). Ainsi, les macrophages M1 secrétent des cytokines pro-

inflammatoires telles que I’'IL-6 et le TNF-a qui seront transportées dans les EVs créant ainsi
un microenvironnement inflammatoire pour les cellules avoisinantes telles que les CMLV qui
de ce fait subiront un switch ostéogénique, augmentant ainsi la CV. Cet effet s’accompagnera
d’une diminution d’expression de I’inhibiteur de calcification MGP. Ces effets étaient
accompagnés d’une modification du contenu protéique des EVs de macrophages. Cependant,
les mécanismes d’action des EVs semblent différents en fonction du stimulus utilisé pour
activer les macrophages. Tout d’abord, le contenu protéique des EV LPS et EV Hu différe. De
plus, les EV LPS propagent I’inflammation et le stress oxydant aux CMLV aggravant ainsi la
CV alors que les effets des EV Hu sur I’aggravation de la CV semblent indépendants du stress
oxydant et partiellement dépendants de I’inflammation. Ces résultats suggeérent que
I’aggravation de la CV des CMLV observée chez les patients atteints d’IRC peut étre régulée
par différents mécanismes via les EVs en fonction du mode d’activation des cellules
environnantes telles que les macrophages.

Une étude plus précise du mécanisme d’action des proté€ines sur- ou sous-exprimeées
dans les EV LPS et EV Hu serait nécessaire en analysant par exemple 1’activation des voies de
signalisation liées a ces molécules dans les CMLV. Il est aussi important de rappeler que nos
résultats in vitro doivent étre vérifiés in vivo. En effet, les EVs sécrétées par de nombreux types
cellulaires jouent un role dans les mécanismes de CV et de multiples effets synergiques ou
antagonistes pourraient étre observés in vivo. De plus, chez les patients atteints d’IRC, une
accumulation de nombreuses toxines urémiques est retrouvée pouvant entrainer de multiples
effets pathologiques. L’expression des protéines sur- ou sous-exprimées dans les EV LPS et
EV Hu pourrait étre analysée dans des échantillons d’EVs de sérum, d’urine de rats ou de souris
IRC présentant des CV ou méme chez des patients IRC avec CV.

Ce projet montre que les EVs pourraient étre utilisées comme biomarqueurs non-
invasifs dans I’évaluation du risque des CV. Les plaques d’athérome avec microcalcifications
étant plus susceptibles de se rompre et d’entrainer des accidents vasculaires, 1’é¢tude de ces EVs
permettrait la stratification des patients a haut risque de CV notamment les patients IRC. Ces
EVs pourraient donc étre des cibles thérapeutiques pour limiter le développement et

I’aggravation des CV.
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Figure 103 : Représentation schématique des roles et mécanismes d’action des vésicules extracellulaires (EVs) de macrophages traités

avec du lipopolysaccharide (LPS-EK) dans I’aggravation de la calcification vasculaire.
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«» Annexe 1 : Résultat obtenu apreés lecture de la plaque du kit V-plex de chez Meso Scale Diagnostics® (MSD).

leviey

|ate:
'eat__l\/lﬂ DEIEREDIE

—— |

——

Standards CT LPS CT Hn Hu CT LPS CT Hn Hu

Les macrophages ont été incubés pendant 6 heures avec 1 ug/ml de LPS-EK (LPS) ou avec de [’homocystéine a une concentration de 10,5 uM
(Hn, concentration normale) ou 45,2 uM (Hu, concentration urémique) pendant 24 heures. Les EVs ont été isolées du milieu de culture des cellules
RAW incubées avec ou sans les différents traitements. L’ expression protéique des cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-12p70, TNF-0, IFN-y, KC-GRO) a été mesurée dans les macrophages et les EVs dérivées des macrophages en utilisant un kit de dosage
multiplex de chez MSD.
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Résumé

La calcification vasculaire (CV) est un facteur de risque de morbi-mortalité notamment
chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique (IRC). Lors de la CV, les cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) changent de phénotype et sécrétent des vésicules
extracellulaires (EVs) pro-calcifiantes. L’objectif de notre étude est de déterminer le role et le
mécanisme d’action des EVs dans la propagation de I’inflammation et du stress oxydant au
cours de la CV. Pour cela, une lignée murine de macrophages (RAW 264.7) a été traitée soit
avec du lipopolysaccharide (LPS-EK) soit avec de ’homocystéine, toxine urémique accumulée
chez les patients atteints d’IRC. Les EVs sécrétées par ces macrophages ont été isolées par
ultracentrifugation et caractérisées en utilisant différentes techniques (TEM, cryo-EM, NTA,
activit¢ AChE, Western Blot CD9, CD81). Puis, une lignée murine de CMLV (MOVAS-1) a
¢été incubée avec ces EVs afin d’étudier la CV en présence de phosphate inorganique (P14 mM,
7 ou 14 jours). Nous avons montré que les EVs sécrétées par les macrophages traités avec du
LPS-EK sont capables d’aggraver le processus de CV via I’induction d’un switch ostéogénique
des CMLV et d’une réponse pro-inflammatoire et pro-oxydante. Par une étude protéomique,
nous avons montré que ces EVs sont enrichies en cytokines pro-inflammatoires et en protéines
impliquées dans I’inflammation (cis-aconitate décarboxylase, CAD), le stress oxydant
(inhibiteur de 1'activateur du plasminogene-1, PAI-1) et la CV (protéine sérum amyloide A-3,
Saa3). Les EVs sécrétées aprés traitement par 1’homocystéine augmentent également la
calcification des CMLV mais leur composition protéique indique que le mécanisme d’action est
indépendant du stress oxydant et vraisemblablement dépendante de I’IL-6. En conclusion, les
EVs pourraient étre une cible thérapeutique intéressante afin de limiter la CV chez les patients
atteints d’IRC.
Mots clés : vésicules extracellulaires, calcification vasculaire, cellules musculaires lisses,
inflammation, stress oxydant, toxines urémiques.

Abstract

Role of extracellular vesicles in the propagation of inflammation and oxidative stress
during vascular calcification

Vascular calcification (VC) is a cardiovascular complication in patients with diseases
such as chronic kidney disease (CKD). During VC, vascular smooth muscle cells (VSMCs)
undergo an osteogenic switch and secrete a heterogeneous population of extracellular vesicles
(EVs). The objective of our study is to determine the role and the mechanism of action of EVs
in the propagation of inflammation and oxidative stress during the VC process. A macrophage
murine cell line (RAW 264.7) was treated either with lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) or
homocysteine, a uremic toxin that accumulated in body fluids of CKD patients. EVs secreted
by these macrophages were then collected by ultracentrifugation and characterized using
several techniques (TEM, cryo-EM, NTA, AChE activity, Western Blot CD9, CD81). A murine
VSMCs cell line (MOVAS-1) was incubated with these EVs to assess calcification in presence
of inorganic phosphate (Pi1 4mM, 7 or 14 days). We showed that EVs secreted by LPS-EK-
treated macrophages were able to aggravate the VC process via the VSMC osteogenic switch
and a pro-inflammatory and pro-oxidative response. Using MS-based proteomic, we
demonstrated that these EVs were enriched in pro-inflammatory cytokines and in proteins
involved in inflammation (cis-aconitate decarboxylase, CAD), oxidative stress (plasminogen
activator inhibitor-1, PAI-1), and VC (serum amyloid A-3 protein, Saa3). EVs derived from
homocysteine-treated macrophages were also able to aggravate VSMC calcification but their
protein content demonstrated that the mechanism of action is independent of oxidative stress
and probably dependant of IL-6. In conclusion, EVs could therefore be an interesting
therapeutic target to limit VC in CKD patients.
Keywords: extracellular vesicles, vascular calcification, smooth muscle cells, inflammation,
oxidative stress, uremic toxins.



