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RESUME

La thrombolyse par I'activateur tissulaire du plasminogéne recombinant (rt-PA) est actuellement le
seul traitement pharmacologique approuvé dans la prise en charge des accidents vasculaires
cérébraux d’origine ischémique. Cependant, sa fenétre thérapeutique étroite (4h30) et ses
nombreuses contre-indications limitent son utilisation. De plus, le rt-PA présente une toxicité
vasculaire a I'origine de transformations hémorragiques (TH) responsables du déces précoce des
patients. Notre équipe a retrouvé dans des modeles d’ischémie cérébrale réalisés chez la souris des
TH spontanées qui sont aggravées par le rt-PA, et a montré l'implication de la poly(ADP-
ribose)polymérase (PARP) dans ces effets. Dans ce contexte, |'objectif de mon travail a été de
préciser les mécanismes impliqués dans la toxicité vasculaire du rt-PA, et plus particulierement au
niveau endothélial ; je me suis ainsi intéressée a deux entités: les microvésicules endothéliales
(MVE) qui sont des marqueurs particulierement novateurs de la dysfonction endothéliale, et
I"alarmine HMGB1 (High Mobility Group Box 1).

Nous avons montré jn vitro sur une lignée de cellules endothéliales cérébrales murines (bEnd.3) par
cytométrie en flux que le rt-PA, a la concentration de 40 ug/ml entraine, via la plasmine, une
libération importante de microvésicules endothéliales. Nous avons également mis en évidence
I'implication de la PARP et de la voie des p38 MAPK dans cette production de MVE. En ce qui
concerne HMGB1, nos résultats montrent que le rt-PA n’induit pas sa sécrétion par les cellules
bEnd.3, mais modifie son état de solubilité. Apres rt-PA en effet HMGB1 disparait de la fraction
contenant les protéines solubles du cytoplasme et du noyau et se retrouve dans une fraction qui
contient les protéines insolubles du noyau, telles que les histones, ce qui suggere que HMGB1 est
alors trés fortement liée a la chromatine. Par ailleurs, nous avons mis en évidence in vivo dans un
modele d’ischémie cérébrale endovasculaire transitoire chez la souris des taux plasmatiques élevés
de HMGB1 apres ischémie, taux qui ne sont pas augmentés par le traitement par le rt-PA.

En conclusion, I'ensemble de ces travaux a mis en évidence une production plasmine dépendante de
MVE par le rt-PA, qui pourrait étre impliquée dans ses effets délétéres au niveau endothélial et
vasculaire. D’autre part, les conséquences du changement de la localisation de HMGB1 induit par le
rt-PA nécessite plus d’investigations afin de déterminer son éventuelle implication dans ses effets
déléteres. Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettrait d’associer au rt-PA des
stratégies afin de limiter sa toxicité et d’augmenter sa fenétre thérapeutique.
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Accidents vasculaires cérébraux Ischémie cérébrale
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INTRODUCTION

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) touchent prés de 16 millions de personnes dans le monde
chaque année. D’apres les données de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2015 les AVC
représentaient la deuxiéme cause de mortalité dans le monde. En France, 100 000 a 145 000 cas
d’AVC sont enregistrés chaque année, ce qui correspond a la survenue d’un AVC toutes les 4 minutes
(Rapport HAS 2009 ; Lecoffre et al., 2017). Dans le cas d’un AVC d’origine ischémique (80 % des cas),
la seule stratégie pharmacologique approuvée est la thrombolyse par le rt-PA, I'activateur du
plasminogéne recombinant. Or, moins de 2% des patients en bénéficient réellement en raison de sa
fenétre thérapeutique étroite et de ses nombreuses contre-indications. De plus, le rt-PA n’est pas
efficace chez tous les patients (recanalisation artérielle partielle voire inexistante) et multiplie par 6
le risque de survenue de transformations hémorragiques (TH), ce qui constitue son principal
inconvénient. Dans ce contexte, il s’avere primordial de rechercher des stratégies capables
d’améliorer I'efficacité du rt-PA et de rendre la thrombolyse plus sGre. Au laboratoire, nous avons
mis en évidence I'implication d’'une enzyme, la poly(ADP-ribose)polymérase, dans les TH induites par

le rt-PA. D’autres mécanismes peuvent étre impliqués dans la toxicité vasculaire du rt-PA.

Au cours de ma these j'ai donc étudié la toxicité vasculaire du rt-PA, et en particulier ses effets au
niveau endothélial. Dans un premier temps, je me suis intéressée aux microvésicules endothéliales
qui sont des marqueurs et des acteurs de la dysfonction endothéliale particulierement novateurs.
Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec I’équipe du Dr Boulanger (INSERM-U970, Paris-
Centre de Recherche Cardiovasculaire). Dans un second temps je me suis intéressée a la protéine
HMGB1 (High Mobility Group Box 1), une DAMPs « Damage Associated Molecular Patterns » dite
« alarmine » qui joue un réle dans l'inflammation post-ischémique et qui exerce des effets déléteres
au niveau endothélial et au niveau de la barriere hémato-encéphalique apres l'ischémie. Jai
également étudié I'implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur ces deux entités. Mes travaux
comprennent un volet in vitro réalisé sur une lignée de cellules endothéliales cérébrales murines, les

bEnd.3, et un volet in vivo réalisé dans un modele d’ischémie cérébrale chez la souris.
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PREMIER CHAPITRE : LES ACCIDENTS VASCULAIRES CEREBRAUX (AVC)

I. Définition et épidémiologie des AVC

Selon I'OMS, "Un AVC est un déficit brutal et spontané d’une fonction cérébrale focale ou globale
sans d’autres causes apparentes qu’une cause vasculaire. Les symptomes doivent durer plus de 24
heures. L’évolution peut se faire vers la régression totale ou partielle des déficits fonctionnels, ou
vers la mort" (www.who.int).

Cette définition implique I'existence d’une |ésion cérébrale secondaire a une Iésion vasculaire sous-
jacente. Le vaisseau impliqué est presque toujours une artére qui va soit se rompre et provoquer une
hémorragie soit, plus fréquemment, s’occlure et entrainer un défaut d’irrigation, ce qui aboutit a un
infarctus cérébral. Sont exclues de cette définition les complications vasculaires des traumatismes

craniens (hématomes sous et extraduraux).

L'AVC est une urgence médicale absolue qui nécessite d’appeler le Samu (15) ou le numéro
d'urgence européen (112) pour une prise en charge immédiate.

Les données épidémiologiques présentées ci-dessous proviennent des rapports de la Haute Autorité
de santé (HAS), de 'OMS, et des trois registres épidémiologiques francais, dijonnais, brestois et

lillois.

L'AVC est une pathologie fréquente, grave et invalidante. Selon I'OMS, le nombre de déces
imputables aux maladies cardio-vasculaires est estimé a 17,5 millions, soit 31 % de la mortalité
mondiale totale. Parmi ces déces, on estime que 7,4 millions sont dus a une cardiopathie

coronarienne et 6,7 millions a un accident vasculaire cérébral (statistiques de 2012). En 2015, ce

pourcentage a considérablement augmenté, ainsi sur 56,4 millions de déces survenus dans le monde,
plus de la moitié (54%) sont dus en premier lieu aux cardiopathies ischémiques et en second lieu aux

accidents vasculaires cérébraux (figure 1) (www.who.int).
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Figure 1 : Les AVC, deuxieme cause de mortalité dans le monde en 2015 (Données de I'organisation
mondiale de la santé (OMS) (www.who.int)).

Actuellement, en France l'incidence annuelle des AVC est de 1,6 a 2,4 pour 1 000 personnes, soit
100 000 a 145 000 AVC par an (un AVC toutes les 4 minutes) (Rapport HAS 2009 ; Lecoffre et al.,
2017). Avec 40 000 morts, I’AVC est en France :

4+ La premiére cause de handicap acquis avec des patients qui gardent des séquelles lourdes,
La troisieme cause de mortalité apres les cancers et les maladies cardio-vasculaires (10%),
La 1lére cause de mortalité chez les femmes et la troisieme chez les hommes,

La deuxieéme cause de déclin intellectuel,

- + & ¢

La deuxiéme cause de démence (aprés la maladie d’Alzheimer).

L'incidence des AVC est fortement liée a I'age. Elle est de 0,1 a 0,3 pour 1 000 par an chez les sujets
de moins de 45 ans, et de 12 a 20 pour 1 000 chez les sujets agés de 75 a 84 ans. L’age moyen de
survenue des AVC est de 70 ans chez I’'homme et de 75 ans chez la femme (Rapport HAS 2009 ;
Lecoffre et al., 2017).

Les taux de mortalité de cette pathologie présentés dans les différents rapports de I'HAS (Rapport
HAS 2009) et du Ministére francgais de la santé de 2009 (Fery-Lemonnier, 2009) sont élevés : 15 a 20
% au terme du premier mois et 50 % aprés cing années pour les infarctus cérébraux. Parmi les
survivants, trois quarts des victimes garderont des séquelles définitives dont 1/3 deviendra
dépendant, 1/4 ne reprendra jamais d’activité professionnelle et 25 a 50% souffriront de dépression

au moins au cours de la 1¥®année suivant I’AVC (Pinoit et al., 2006).



En ce qui concerne le risque de récidive des AVC, les données épidémiologiques indiquent des taux
de 1% a 4% durant le premier mois, de 7 a 13 % durant la premiére année et de 40% dans les 10 ans

qui suivent ’AVC (Hartmann et al., 2001 ; Mohan et al., 2009).

D’un point de vue économique, le colt total des soins des patients en France en 2007 s’élevait a 5,3
milliards ce qui correspondait a 3% du budget de la santé. Ce montant représenterait actuellement

7% du budget total de la santé.

Il. Les différents types d‘AVC

Il existe deux types d’AVC : ’'AVC hémorragique et I’AVC ischémique (Adams et al., 1993).

1. AVC d’origine hémorragique

L’AVC hémorragique représente 20% des cas d’AVC. Il est provoqué par la rupture d'un vaisseau
sanguin intracérébral entrainant une hémorragie. Le sang se répand et endommage le tissu cérébral
aux alentours. Les causes les plus fréquentes de cette rupture sont une malformation vasculaire ou
une élévation brutale de la tension artérielle. La localisation de I'hnématome permet de distinguer
deux types d’AVC hémorragiques :

» I’AVC avec hémorragie intracérébrale qui s’observe lorsqu’une artériole située dans le

cerveau se rompt, le sang se répand alors directement dans le tissu cérébral.
» I’AVC avec hémorragie méningée ou sous-arachnoidienne qui se traduit par une diffusion du

sang dans les espaces méningés, c’est-a-dire les espaces situés entre le cerveau et le crane.

2. AVC d’origine ischémique (AVCi)

Les AVC ischémiques (AVCi) représentent 80% des AVC. lls résultent de I'obstruction, partielle ou
totale, d’'une artéere par un caillot, formé localement ou provenant du coeur et ayant migré dans une
artére cérébrale. Cette obstruction a pour conséquence de réduire l'irrigation sanguine dans une
zone cérébrale et donc de priver partiellement le cerveau en oxygene et glucose. Dans 70% des cas
d’AV(Ci, le territoire irrigué par I'artere carotide est touché ; I'artére sylvienne, encore appelée artere
cérébrale moyenne (ACM), est impliquée dans 95% de ces AVCi « carotidiens » (Bogousslavsky et al.,

1988).



Le caillot qui obstrue les vaisseaux peut avoir plusieurs origines. Pour se faire, la classification TOAST
(Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) utilisée dans la plupart des études cliniques sur les
AVC ischémiques permet de définir cing types d’AVC ischémique (Adams et al., 1993). Bien que dans

certains cas la cause de ce caillot ne peut étre déterminée, le plus couramment il résulte :

» d’une athérosclérose (50% des cas) qui se définit comme le dépdt d’une plaque (athérome)
sur la paroi des artéres. Cela peut engendrer des Iésions artérielles (sclérose), la diminution
du diameétre interne du vaisseau, voire son obstruction totale ;

» d’une embolie dont les points de départ sont principalement les cavités du coeur (20% des
cas) ;

» d’une micro-angiopathie qui se traduit par une lacune des vaisseaux sanguins de petit calibre
(25 % des cas) ;

> de facon plus rare d’une vascularite, d’une affection hématologique, ou encore d’une
coagulopathie ;

» Les AVC d’origine indéterminée ;

Les deux derniers types d’AVC constituent 5% des AVC ischémiques (Warlow et al., 2003).

Il arrive que l'accident vasculaire ne dure que quelques dizaines de seconde ou quelques minutes :
on parle alors d'accident ischémique transitoire (AIT). Ce dernier, se présente comme un épisode
bref de dysfonction neurologique, provoque des symptomes qui durent moins d’une heure.
Cependant, un AIT peut étre annonciateur d’'un AVC, mais son diagnostic est malheureusement
souvent postérieur a I’AVCi lui-méme.

La thématique de ma thése portant sur les accidents vasculaires cérébraux d’origine ischémique, la
suite des rappels bibliographiques concernera uniquement ce type d’AVC nommé également

ischémie cérébrale.
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Ill. Facteurs de risque des AVCi

Les facteurs de risque des AVCi sont regroupés dans deux différentes catégories, les facteurs non

modifiables et modifiables (voir pour revue Béjot et al., 2009 ; Goldstein et al., 2011).

1.

Les facteurs de risque non modifiables

Ces facteurs de risque incluent :

/7
0.0

I’age : I'incidence des AVC augmente avec I’age, ainsi, aprés 55 ans, le risque d’AVC double a
chaque décennie ;

le sexe : I'incidence des AVC est plus élevée chez ’homme que chez la femme. Néanmoins,
du fait de I'espérance de vie supérieure chez les femmes, le nombre absolu d’AVC est plus
important chez les femmes que chez les hommes ;

I'origine ethnique : I'incidence des AVCi serait deux fois plus élevée chez les populations
africaines et hispaniques que chez les caucasiens. Des facteurs socio-économiques et
culturels pourraient étre a I'origine des différences dans la prévalence des facteurs de risque
observées au sein de ces populations, ainsi que des variations génétiques non encore
identifiées ;

Les antécédents familiaux paternel ou maternel : ils multiplient par deux le risque de

survenue d’un AVCi.

2. Les facteurs de risque modifiables

L'identification des facteurs de risques modifiables représente le seul moyen de prévenir la survenue

(prévention primaire) ou la récidive (prévention secondaire) d’'un AVCi.

Ces facteurs de risques, responsables d'environ 90% des AVCi, comprennent :

7
0.0

I’hypertension artérielle (HTA), qui représente le facteur de risque le plus fréquemment
retrouvé (35 % des AVC). L'HTA multiplie le risque de survenue d’un AVCi par quatre, pour les
deux sexes et quel que soit I’age. En France, 7 millions de personnes sont hypertendues.
D’autres facteurs souvent associés a I’'HTA et bien documentés peuvent également étre
impliqués tels que le diabéte de type 2 et I'hypercholestérolémie ;

les pathologies cardiaques, en particulier la fibrillation auriculaire, prédisposent également
aux AVC;

le tabagisme est également un facteur de risque reconnu ;
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«» d’autres facteurs tels que la sédentarité, I'obésité, la consommation excessive d’alcool, la
contraception et le traitement hormonal substitutif sont également d’importants facteurs de
risque ;

+ enfin, les facteurs sociaux, économiques et culturels, tels que, le vieillissement des
populations, la pauvreté et le stress sont a prendre en considération. Ils peuvent constituer

une cause indirecte d’AVC dans la mesure ou ils sont capables d’induire ou d’aggraver

certains des facteurs exposés précédemment.

IV. Manifestations cliniques et prise en charge des AVCi

Le tableau clinique d’un AVC ischémique est trés varié car il dépend du territoire cérébral touché.

Les symptOmes associés sont parfois tres peu caractéristiques. Parmi ces symptomes peuvent étre
observés :

- des troubles de la conscience: stupeur, coma, confusion, agitation, voire des crises
d’épilepsie ;

- des troubles de la vision pouvant se manifester par une réduction du champ visuel, une
diminution ou une perte de la vision mono- ou binoculaire ;

- des troubles du langage, notamment des troubles de I'élocution, une perte brutale de la
parole ;

- des troubles de la motricité avec une paralysie ou une perte de sensibilité, le plus souvent
unilatérale, au niveau d’'un membre, du visage ou du corps.

Ces symptomes peuvent apparaitre de maniere isolée ou combinée, parfois accompagnés de
céphalées, de vertiges, de nausées ou de vomissements. L'échelle NIHSS (National Institut of Health
Stroke Scale) a été mise en place afin d’évaluer différents critéres cliniques et d’attribuer ainsi un
score appréciant la gravité de I’AVCi.

Afin de limiter les séquelles et d’instaurer trés rapidement un traitement approprié, une prise en
charge précoce et adaptée des patients est nécessaire. En effet, comme l'illustre I'expression de
Saver « Time is brain » (Saver et al., 2006), chaque minute qui s’écoule aprés un AVCi engendre la
perte de 1,9 millions de neurones, de 14 milliards de synapses et de 12 km de fibres myélinisées

(figure 2).
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Figure 2 : « Time is brain » (d’aprés Saver, 2006)
Chaque minute compte a la suite d’une ischémie cérébrale car la mort neuronale et la destruction des synapses et des
fibres myélinisées sont irréversibles.

La prise en charge des patients victimes d’AVC est donc influencée par un facteur crucial qui est le

temps. Il représente le principal obstacle pour une mise en place rapide du traitement. Ainsi, dans les
services d’urgence, l'imagerie par scanner, plus souvent disponible que I'IRM (Imagerie par
Résonance Magnétique), permet de déterminer la nature de I’AVC, ischémique ou hémorragique.
L'IRM permet d’évaluer I'etendue de la zone ischémiée et de la zone de pénombre qui peut étre

potentiellement sauvée.

De ce fait, la prise en charge de I’AVCi présente cing points essentiels qui sont les suivants :

1) En fonction des résultats de l'imagerie, une thrombolyse par I'activateur tissulaire du
plasminogéne recombinant (ou rt-PA) est tres rapidement instaurée. Le rt-PA représente aujourd’hui
le seul traitement pharmacologique autorisé pour le traitement des AVCi. Hormis de nombreuses
contre-indications (cf annexe page 202), l'obstacle principal a son utilisation est la fenétre
thérapeutique tres étroite puisque d’apres son AMM, le rt-PA doit étre administré selon les pays
dans les 3 heures ou 4,5 heures qui suivent les premiers symptomes. Ce délai semble extrémement
court au regard des difficultés de diagnostic et de prise en charge. Bonnaud et collaborateurs ont
montré qu’en France, moins de 40% des patients présentant un AVC arrivent aux urgences dans les 3
heures qui suivent les premiers symptémes (Bonnaud et al.,, 2005). L'’ensemble de ces données
expliqgue gqu’aujourd’hui, moins de 2% des patients bénéficient d’'une thrombolyse (Cronin, 2010;
Mahagne et al., 2008).

2) Une surveillance de la pression artérielle, des fréquences cardiaque et respiratoire et de la
saturation en oxygene sont nécessaires. D’autres variables telles que la température et la glycémie

sont également mesurées et contrélées.
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3) A court terme, une prévention des complications neurologiques telles que I'cedéme cérébral,
I'augmentation de la pression intracranienne et I'épilepsie ainsi que des complications générales
(embolie pulmonaire, thrombose veineuse) est mise en place.

4) Une rééducation adaptée des patients (kinésithérapie, orthophonie, ergothérapie) s’est
montrée efficace, d’autant plus qu‘elle est initiée précocement aprés I’AVC.

5) Enfin, une prévention secondaire des récidives est essentielle et passe par I'instauration de
regles hygiéno-diététiques et d’un traitement chronique adapté a la cause de 'AVC. L’American
Heart Association, I’American Stroke Association et I'European Stroke Organization préconisent ainsi
le contrble de I'HTA, de la glycémie, de la cholestérolémie, I'arrét du tabagisme et la prise en charge
des éventuelles pathologies cardiaques. En termes de traitement médicamenteux, I'instauration d’un
traitement anti-thrombotique/antiagrégant plaquettaire (aspirine a faible dose (75-325 mg/jour),
clopidogrel (75 mg/jour) ou association aspirine/dipyridamole) recommandée par I'HAS diminue

fortement la menace de récidive.

V. Physiopathologie de I'ischémie cérébrale

1. Evolution de la lésion aprés I'ischémie

Le cerveau est I'organe qui, proportionnellement a sa masse (2% de la masse corporelle), consomme
le plus d’oxygene et de glucose, ce qui le rend particulierement sensible aux variations du débit
sanguin. Au cours de lI'ischémie, la chute de débit sanguin qui s'opéere permet de distinguer deux
régions (voir pour revue Fisher et al., 2012 ; Catanese et al., 2017, figure 3).

Le cceur de I'ischémie, dont la chute de débit sanguin atteint des valeurs inférieures a 7ml/100 g/min
(les valeurs normales étant de 50 a 60 ml/100g/min), est caractérisée par une activité nécrotique
importante qui entraine des dommages tissulaires irréversibles (Mehta et al., 2007).

La zone de pénombre, située en périphérie du cceur de la lésion, présente quant a elle une chute du
débit sanguin comprise entre 7 et 17 ml /100 g/min. Hossmann a décrit cette zone comme une
région qui présente un déficit d’irrigation mais dont le métabolisme énergétique reste préservé
(Hossmann et al., 1994). Ginsberg et Pulsinelli ont modifié cette définition, et ont suggérés que le
métabolisme énergétique dans cette zone pourrait étre compromis par intermittence (Ginsberg et

Pulsinelli et al., 1994).
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En effet, dans cette zone, les cellules sont en souffrance mais leur métabolisme est encore actif grace
au débit sanguin résiduel. Cette zone présente cependant un dysfonctionnement électrique,
énergétique et de synthése. Ainsi, si une reperfusion du tissu s’opére rapidement apres I'ischémie,
les cellules de la zone de pénombre pourront survivre et retrouver une activité normale. Dans le cas
d’'une absence de reperfusion ou d’une reperfusion tardive, ces cellules vont mourir, ce qui
entralnera une extension de la Iésion de maniere irréversible dans cette zone de pénombre. Ainsi, la
zone de pénombre représente la cible tissulaire qu’il est possible de sauver apres reperfusion par le

rt-PA.

minutes — _____ heures —_  jours et semaines ———>

Figure 3 : Evolution spatio-temporelle de la Iésion post-ischémique
(d’aprés Catanese et al., 2017)

2. Mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I'ischémie

La lésion cérébrale d’origine ischémique est le résultat d’'une cascade d’événements se succédant
dans le temps et dans I'espace (voir pour revues Pinard et Engrand, 1999 ; Durukan et Tatlisumak,
2007 ; Brouns et De Deyn, 2009 ; Khoshnam et al., 2017). Tres rapidement, dans les premiéres
minutes qui suivent I’AVC et la déplétion énergétique, intervient le mécanisme d’excitotoxicité, suivi

du stress oxydant, puis, plus tardivement, de la phase d’inflammation (Dirnagl et al., 1999, figure 4).

Excitotoxicité Stress oxydant

¥

Déplétion
énergétique

Impact des mécanismes post-ischémiques sur la Iésion cérébrale

Temps
minutes heures jours

Figure 4 : Evolution spatio-temporelle des principaux mécanismes d’ischémie cérébrale
(d’aprés Dirnagl et al., 1999)
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A) L’excitotoxicité

Au cours de l'ischémie, la chute brutale du débit sanguin et donc des apports en oxygéne et glucose
au cerveau entraine au niveau cellulaire, une défaillance de la phosphorylation oxydative, et donc de
la synthése mitochondriale d'ATP. Ceci affecte le fonctionnement des canaux ioniques ATP-
dépendants, notamment des pompes Na'/K" et Ca®*; une dépolarisation de la membrane plasmique
est alors observée, ce qui déclenche la libération accrue de neuromédiateurs, en particulier de
glutamate, principal acide aminé excitateur. Cette libération accrue associée a un défaut de
recapture du glutamate par les transporteurs provoque son accumulation dans le milieu
extracellulaire. Le glutamate se fixe ensuite a ses récepteurs qui sont de deux types:

métabotropique et ionotropique.

Il existe trois sous-types de récepteurs ionotropiques : les récepteurs kainate, les récepteurs AMPA
(acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-hydroxy-1,2-oxazol-4-yl)propanoique) et les récepteurs NMDA
(N-méthyl-D-Aspartate) (Gielen et al., 2010), les récepteurs NMDA étant les plus impliqués au cours
de lI'ischémie cérébrale. En effet, |’activation de ces récepteurs par le glutamate accroit I'entrée du
Na® et du Ca’ dans la cellule, ce qui favorise I’entrée d’eau dans la cellule et la formation d’un cedéme
cytotoxique observé a un stade précoce aprés induction de I'ischémie (Dirnagl et al., 1999). Par
ailleurs, 'augmentation des taux de calcium intracellulaire conduit a I'activation d’enzymes calcium
dépendantes telles que la calpaine, les endonucléases, la NO-synthase neuronale (NOSn ou NOS-1),
la phospholipase A2, les cyclo-oxygénases (COX-1,-2) et la xanthine oxydase. L’ensemble de ces
événements excitotoxiques signent le point de départ d’autres processus délétéres post-ischémiques
(stress oxydant et inflammation), et conduit également a la mort de la cellule par nécrose (Durukan

et Taltisumak, 2007) (figure 5).

B) Stress oxydant et nitrant

Le stress oxydant et le stress nitrant sont observés lorsque la production des especes réactives de
I'oxygene (ERO) et de I'azote surpasse les capacités de neutralisation par les systémes endogenes
antioxydants enzymatiques (glutathion peroxydase, superoxyde dismutase et catalase) ou non
enzymatiques (glutathion, vitamines E et C) (Chen et al., 2011). Ces radicaux libres oxydants et

nitrants incluent notamment |'anion superoxyde (0O,7), le monoxyde d’azote (NO), les radicaux
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hydroxyl (OH’) auxquels on associe le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et enfin les anions peroxynitrites
(ONOQ)) issus de la combinaison des radicaux O, et 'NO (Pinard et Engrand, 1999).

Au cours de l'ischémie, le taux de radicaux libres est excessivement élevé. Les mécanismes impliqués

dans leurs formations sont I'excitotoxicité médiée par les récepteurs NMDA, I'excés d'afflux de Ca®'

dans la cellule, le dysfonctionnement mitochondrial, I'activation de la NO-synthase neuronale et des
COX et enfin 'infiltration des monocytes/macrophages.

Ainsi, le stress oxydant post-ischémique induit une peroxydation des lipides membranaires, une
oxydation des protéines cellulaires, une augmentation du calcium intracellulaire, des lésions
structurelles du cytosquelette et des cassures de I’ADN, ce qui participe a la mort cellulaire (figure 5).
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Figure 5 : Mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I'ischémie cérébrale
(adaptée d’aprés Khoshnam et al., 2017)

C) Linflammation

Contrairement aux processus physiopathologiques décrit précédemment, I'inflammation est un
processus dont l'installation est plus tardive, puisqu’elle est en partie une conséquence directe de
I’excitotoxicité, du stress oxydant et de la nécrose cellulaire (figure 5 et 6). Elle est caractérisée par

une activation de facteurs de transcription tels que HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) et NF-kB
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(nuclear factor-kB), qui entrainent une augmentation de la synthése de’NO et de I'expression de la
COX-2, ainsi qu’une augmentation de I'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF
et I'lL1-B (Dirnagl et al., 1999). Ces dernieres sont impliquées dans I'activation de la microglie, elle-
méme productrice de cytokines.

L'ensemble des cytokines libérées induit I'expression de molécules d’adhérence par les cellules
endothéliales, notamment ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion molecule-1), et les P- et E-sélectines. Ces molécules permettent I'adhésion des leucocytes a
la surface de I’'endothélium, ce qui entraine leur infiltration au sein du parenchyme cérébral.
Quelques heures aprées I'ischémie, les polynucléaires neutrophiles sont les premiers a arriver dans le
tissu ischémié. Ils sont suivis par les monocytes aprés quelques jours (Durukan et Taltisumak, 2007).
Les leucocytes infiltrés ainsi que la microglie sont des réservoirs importants de médiateurs pro-
inflammatoires tels que les métalloprotéases de la matrice (MMP), la NOS inductible (NOSi ou NOS-
2) et la COX-2. lls ont également la capacité de libérer d’autres types de cytokines, dites alarmines
dont la protéine HMGBI. Libérées entre autres par les cellules nécrosées, HMGB1 exerce de plus un
effet chimiokine favorisant le recrutement de cellules de I'immunité au niveau de la Iésion.

Ces différents événements pro-inflammatoires participent a la formation de I'cedéme cérébral, a

I'apparition d’hémorragies et a la maturation de la lIésion aprés ischémie.

Ischémie cérébrale

Nécrose, radicaux libres

Activation des facteurs de transcription

(HIF-1, NF-KB ...)
1 Cytokines
| / \
Activation microgliale 1 Molécules d'adhésion

(ICAM-1, VCAM-1, sélectines...)

|

Infiltration des leucocytes

k/m

1 MMP tNOSi/NO 1 Cytokines 1 COX 2

Dégradation MEC
N CEdeme cérébral, hémorragie, mort cellulaire

Figure 6 : Mécanismes inflammatoires post-ischémiques (adaptée d’aprés Wang et al., 2007a)
HIF-1: hypoxia inducible factor 1; NF-kB: nuclear factor-kB; ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1; VCAM-1:
vascular cell adhesion molecule-1; MMP: métalloprotéases de la matrice; NOSi: NO synthase inductible;
COX2 :cyclooxygénase de type2 ; MEC : matrice extracellulaire.
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DEUXIEME CHAPITRE : LA THROMBOLYSE PAR LE rt-PA

La thrombolyse par I'activateur tissulaire du plasminogéne recombinant (rt-PA) ou altéplase,
commercialisé sous le nom d’Actilyse®, représente actuellement le seul traitement pharmacologique
autorisé dans la prise en charge thérapeutique des AVCi. Le rt-PA est administré dans le but de lyser
le caillot a I'origine de I'ischémie cérébrale et par conséquent de permettre une reperfusion du tissu

ischémié (voir pour revue Vivien et al., 2011).

I. Structure et role biologique du t-PA

1. Structure du t-PA

Au niveau cellulaire, le t-PA, qui est la forme endogene du rt-PA, est stocké dans les corps de Weibel-
Palade des cellules endothéliales, mais également dans de petits granules de stockage contenus dans
les cellules endothéliales et les neurones, et de maniere plus controversée, dans les cellules gliales

(Kruithof et Dunoyer-Geindre, 2014).

Le t-PA est une glycoprotéine synthétisée dans la cellule et qui est libérée dans le milieu
extracellulaire sous forme de sct-PA («single chain t-PA ») car composé d’une seule chaine
polypeptidique de 69 kDa (527 acides aminés). Le sct-PA contient 5 domaines comme l'illustre la
figure 7 (Vivien et al., 2011) : Le domaine « Finger » appelé également le domaine fibronectine est
impliqué dans la liaison du t-PA a la fibrine et la formation du complexe avec le plasminogene
(Kagitani et al., 1985), il permet également l'interaction du t-PA avec divers récepteurs notamment
les récepteurs LRP (Low Density Lipoprotein Receprot Related Protein) et Annexine Il (Bu et al.,
1992 ; Hajjar et al., 1994). Le second domaine est le domaine « EGF » (Epidermal Growth factor) qui
stabilise le site catalytique du t-PA et qui est impliqué, avec le domaine « Finger », dans la clairance
hépatique du t-PA (Bu et al., 1994). La suite de la séquence comprend les domaines « Kringle 1 et 2 »
caractérisés par la présence d’une séquence LBS (Lysine Binding Domain) qui n’est cependant
fonctionnelle qu’au niveau de Kringle 2. Ce site LBS situé sur le Kringle 2 permet la liaison du t-PA a
avec le plasminogéne comme le domaine Finger. Il lui permet également de se lier a des récepteurs
tels que le PDGF-CC (Platelet Derived Growth Factor-CC) et les récepteurs NMDA (Hebert et al.,
2016). Les quartes domaines (Finger, EGF, K1 et K2) forment la chaine lourde du t-PA. La chaine, dite

« chalne légere », contient le domaine protéasique qui porte le site actif. Ces deux chaines se
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séparent lorsque le sct-PA libéré dans le milieu extracellulaire est clivé par la plasmine en tct-PA
(« two-chain t-PA »). Elles restent tout de méme reliées par un pont disulfure (Vivien et al., 2011 ;

Hebert et al., 2016) (figure 7).

Le t-PA possede une forte affinité pour la fibrine et son activité est essentiellement
fibrine-dépendante. En effet, le t-PA active préférentiellement le plasminogene fixé a la fibrine
(Wechsler et al., 2011). Dans le compartiment vasculaire, la fibrine active de maniére similaire les
deux formes de t-PA (sct-PA et tct-PA). Il est également important de noter que le sct-PA et le tct-PA

présentent une efficacité équivalente pour la fibrinolyse (Parcq et al., 2012).
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Figure 7 : Structure du t-PA (d’aprés Acheampong et Ford, 2012)
La fleche indique le site de clivage permettant la conversion du sct-PA (simple chaine) en tct-PA (double chaine).

2. Role biologique du t-PA

L’équilibre hémostatique est maintenu grace a deux systéemes la fibrinolyse et la coagulation. La
fibrinolyse consiste en une cascade d‘activation d‘enzymes protéolytiques dont la finalité est la
dégradation du caillot de fibrine. Le t-PA, est une sérine protéase qui clive et transforme le
plasminogéne (proenzyme inactive) en plasmine (sérine protéase active). La plasmine ainsi générée

est capable de dégrader les polymeres de fibrine insolubles (figure 8).
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Notons que le t-PA libéré en conditions physiologiques participe a diverses fonctions telles que la
plasticité synaptique, la migration neuronale et I’angiogenése (voir pour revue (Kruithof et Dunoyer-
Geindre, 2014) mais son role principal concerne son implication dans la fibrinolyse.

Inhibiteur de I'activateur tissulaire du plasminogéne
Plasminogéne PAI-1

{\\
(\K\\//l

&//
fa\‘

Q(”@” @ Inhibition

Fibrine

Plasmine a2 anti-plasmine
(Inhibiteur physiologique de la plasmine)

Thrombus

Figure 8 : Fibrinolyse du caillot de fibrine par le rt-PA
(adaptée d’aprés Gurman et al., 2015)

Le principal inhibiteur du t-PA est PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1). Au niveau cérébral, le
t-PA peut également étre inhibé par la neuroserpine (Kruithof et Dunoyer-Geindre, 2014).

Chez 'lhomme, la demi-vie du t-PA aprés administration par voie intraveineuse est inférieure a
5 minutes mais son activité thrombolytique peut durer plus longtemps grace a sa fixation sur la
fibrine (Wechsler et al., 2011). La clairance du t-PA est principalement réalisée par le foie par
endocytose via notamment les récepteurs LRP-1 (Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein)

(Buetal.,, 1994) .

Lors de situations pathologiques comme l|'ischémie cérébrale, les taux de t-PA endogéne sont
augmentés grace a différents stimuli comme la thrombine ou des médiateurs pro-inflammatoires
(TNF, IL-1). Cette augmentation peut parfois étre suffisante pour lyser le thrombus, ce qui
expliquerait pourquoi environ 17% des patients victimes d’AVCi présentent une recanalisation
spontanée dans les 6 a 8 heures aprés le début de I'épisode ischémique (Kassem-Moussa et
Graffagnino, 2002). En dépit de I'existance d’une recanalisation sponatnée, les cliniciens ont souvent

recours a la thrombolyse par 'administration du rt-PA (Actilyse®).
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Il. Lathrombolyse par le rt-PA

1. Données cliniques

La thrombolyse par le rt-PA a d’abord été utilisée dans le traitement de I'infarctus du myocarde avec
une autorisation d’utilisation en 1987 puis pour I'embolie pulmonaire en 1990. Ce n’est qu’en 1996
gue la FDA a autorisé son utilisation pour le traitement des AVCi.

Une des études cliniques clés réalisée un an auparavant ayant permis I'évaluation de I'efficacité du
rt-PA dans cette indication est I'étude NINDS (National Institute of Neurological Disorders and
Stroke). Cette étude avait montré que I'administration du rt-PA (0,9 mg/ml, bolus de 10% de la dose
suivi d’une perfusion de 60 minutes) 3 heures aprés I'ischémie améliorait I'état neurologique des
patients a 24 heures et I'effet était encore plus significatif a 3 mois post-ischémie. Suite aux résultats
de cette premiere étude, I'étude ATLANTIS (Alteplase Thrombolysis for Acute Noninterventional
Therapy in Ischemic Stroke) a été lancée afin d’évaluer l'effet du rt-PA avec une fenétre
thérapeutique plus large. Cependant, les résultats ne montraient aucun effet bénéfique du rt-PA
administré au-dela de 3 heures aprés l'ischémie. Cette étude a méme mis en évidence une
augmentation des hémorragies intracérébrales dites transformations hémorragiques (TH). En
Europe, I'Agence Européenne du Médicament (AEM) a tout d’abord autorisé I'utilisation du rt-PA
dans une fenétre thérapeutique de 3 heures aprés ischémie suite aux résultats de deux essais
cliniques ECASS | et Il (European Cooperative Acute Stroke Study). Suite a un troisieme essai clinique

ECASS Il réalisé entre 2003 et 2007, le délai d‘administration a été élargi a 4h30.

En France, le rt-PA est aujourd’hui commercialisé sous le nom d’Actilyse® par le laboratoire
Boehringer. Il est administré a la dose de 0,9 mg/ml (bolus de 10 % puis perfusion durant 60 minutes)
dans un délai de 4h30 a partir de I'apparition des symptomes d’'un AVC ischémique. Cependant, son
utilisation est limitée puisque moins de 2% des patients bénéficient réellement d’'une thrombolyse
par le rt-PA (Mahagne et al., 2008 ; Cronin et al., 2010) notamment a cause de ses multiples contre-
indications et d’une prise en charge souvent tardive des patients.

Par ailleurs, méme si le patient remplit toutes les conditions d’éligibilité a une thrombolyse par le rt-
PA, le traitement peut ne pas étre efficace. En effet, il a été montré que seuls 22 a 30% des patients
traités par le rt-PA présentent une recanalisation compléte; pour 23 a 48 % des patients, la
recanalisation n‘est que partielle, et chez 22 et 41 % des patients, aucune recanalisation n‘est

observée (Christou et al., 2000 ; Alexandrov et Grotta, 2002 ; Rubiera et al., 2005 ; Saqqur et al.,
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2007). Enfin, 'administration de rt-PA peut ne pas étre totalement bénéfique notamment en raison

de la toxicité neuronale et vasculaire que présente ce thrombolytique.

2. Toxicité du rt-PA

Le rt-PA est capable de franchir la barriere hématoencéphalique (BHE), qu’elle soit intacte ou altérée
par l'ischémie (Benchenane et al., 2005a, 2005b). Une fois dans le parenchyme cérébral, le rt-PA
exerce une toxicité neuronale : il aggrave les phénomenes d’excitotoxité post-ischémique en activant
notamment les récepteurs NMDA (Nicole et al., 2001). Cette excitotoxicité associée au stress
oxydant, a la mort cellulaire (apoptose et nécrose) et a I'activité inflammatoire post-ischémiques
sont responsables d’effets déléteres au niveau de 'unité neurovasculaire constituée non seulement
de cellules endothéliales, mais également d’astrocytes, de péricytes, de neurones et de la matrice
extracellulaire (Rosell et al., 2008). La conséquence directe de ces effets sur I'unité neurovasculaire
est la perte de lintégrité de la BHE et une augmentation de sa perméabilité, ce qui entraine
I'apparition d’'un cedéme et de transformations hémorragiques. Ainsi, les transformations
hémorragiques qui peuvent étre observées de fagcon spontanée a la suite d’un AVC ischémique, sont
augmentées apres une thrombolyse par le rt-PA. Cette augmentation du risque de survenue des TH

représente aujourd’hui une des complications majeures de ce thrombolytique (Hacke et al., 2004).

En clinique, des études ont montré que le rt-PA pouvait augmenter de 6, 10 ou 20 fois le risque de
survenue d‘hémorragies chez les patients victimes d ‘AVCi (NINDS, 1995 ; Hacke et al., 2004 ; 2008).
Ces hémorragies sont associées a un mauvais pronostic clinique. Il est en effet a noter qu’au cours de
I’essai NINDS, un taux de mortalité de 75% chez les patients présentant des TH été observé a 3 mois.
Cependant, aucune donnée clinique n’a encore mis en évidence une corrélation entre le délai

d’administration du rt-PA et la fréquence ou la sévérité des TH (Hacke et al., 2004).

A) Toxicité vasculaire/endothéliale du rt-PA

Plusieurs mécanismes ont été identifiés comme étant impliqués dans |'altération de la BHE et
I"apparition des transformations hémorragiques a la suite du traitement par le rt-PA (voir pour revue
Wang et al., 2015 ; Suzuki et al., 2016 ; Turner et al., 2016 ; Kanazawa et al., 2017) :

» Une aggravation du stress oxydant initié a la suite de I'ischémie.
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La reperfusion du tissu s’accompagne d’une augmentation de la production et de la libération
d’espéces réactives de I'oxygene (ERO), responsables d’une altération de I'unité neurovasculaire
(Glrsoy-Ozdemir et al., 2004 ; Brennan et al., 2009 ; Girouard et al., 2009). Les ERO ciblent plus
particulierement les cellules endothéliales, les péricytes, les cellules musculaires lisses et les
astrocytes. Ainsi, apres une thrombolyse par le rt-PA, il existerait une aggravation du stress oxydant
qui participerait a I'altération de I'endothélium et a I'apparition de TH. De plus, le rt-PA augmenterait
I'adhésion et la dégranulation des PMN, qui sont des sources de radicaux libres et de cytokines

(Cuadrado et al., 2009 ; Montrucchio et al., 1996).

Plusieurs traitements antioxydants ont montré un effet neuroprotecteur dans des modeéles
expérimentaux d'ischémie cérébrale (voir pour revue Margaill et al., 2005 ; Amaro et al., 2011). Ces
stratégies antioxydantes visaient a éliminer par chélation les radicaux libres, inhiber leur production
ou augmenter leur dégradation. Quelques uns de ces composés ont été testés en association avec le
rt-PA aprés l'ischémie. Le NXY-059 (Cerovive), un agent chélateur de radicaux libres, qui avait montré
un effet neuroprotecteur prometteur dans les modeles d’ischémie (Lapchak et al., 2002) n’a
malheureusement pas apporté d’effet bénéfique au cours des essais cliniques SAINT | et SAINT Il
avec ou sans rt-PA. L'analyse combinée des essais de SAINT | et SAINT Il n’a pas montré d’effet sur la
réduction des TH chez les patients (Diener et al., 2008). L’acide urique, un autre antioxydant, ayant
montré des effets bénéfiques dans un modele d’ischémie aprés traitement par le rt-PA, n’a
cependant pas montré d’effets bénéfiques chez les patients (Romanos et al., 2007 ; Chamorro et al.,
2014 ; Amaro et al., 2016). Enfin, dans I'essais PROTECT4.5 |'association de |'’edaravone, un autre
chélateur de radicaux libres, a la thrombolyse par le rt-PA a permis de diminuer les TH par rapport au

rt-PA seul (Kimura et al.,2012 ; Yamaguchi et al., 2017).

» Une activation des MMP.

Le rt-PA provoque une activation des MMP qui peuvent non seulement dégrader la matrice
extracellulaire mais également les protéines de jonction endothéliales telles que la claudine et
I'occludine (Yang et al., 2007a ; Wechsler et al., 2011 ; Del Zoppo et al., 2013 ; Wang et al., 2015).
Dans les modeles expérimentaux d’ischémie cérébrale, il a été mis en évidence une augmentation de
I'expression et de l'activité de plusieurs types de MMP dont les MMP-2 (gélatinase A), -3
(stromelysin-1), et -9 (gélatinase B) apres administration de rt-PA (Sumii et Lo, 2002 ; Wang et al.,

2004 ; Suzuki et al., 2011 ; Lenglet et al., 2014). De plus, l'inhibition des MMP a permis de diminuer
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les TH induites par le rt-PA. En clinique, il a été mis en évidence une corrélation entre les taux
plasmatiques de MMP-9 et la survenue de TH chez les patients traités par le rt-PA (Montaner et al.,

2003) . L'augmentation des MMP peut étre induite par le rt-PA via différents mécanismes :

4+ Le rt-PA et la plasmine sont capables de cliver et donc d’activer directement les pro-MMP
(Lijnen, 2001 ; Suzuki et al., 2007 ; Lukic-Panin et al., 2010).

4+ Le rt-PA augmente 'adhésion et la dégranulation des PMN qui sont des réservoirs importants
de MMP-9 (Cuadrado et al., 2009 ; Montrucchio et al., 1996).

4+ Le rt-PA se lie aux récepteurs LRP-1 exprimés par les cellules endothéliales et entraine ainsi
une augmentation de I'expression et de I'activité des MMP (Wang et al., 2003 ; Yepes et al.,

2003 ; Zhang et al., 2007a ; Suzuki et al., 2009).

» Une action pro-inflammatoire.

Le rt-PA active la microglie via le récepteur LRP et I'annexine Il (Siao et al., 2002 ; Zhang et al., 2009).
La microglie ainsi activée est a |'origine d’un chimiotactisme qui favorise le recrutement des
monocytes (Sheehan et al., 2007). De plus, les microglies sont de véritables réservoirs de MMP-9
dont la sécrétion peut étre induite par le rt-PA via le récepteur LRP (Del Zoppo et al., 2012). Le rt-PA
favorise également |'expression des molécules d’adhérence ICAM-1, E- et P-sélectines in vivo apres

I'ischémie, ce qui favorise l'infiltration leucocytaire (Zhang et al., 1999).

» Une induction et une activation du facteur de remodelage vasculaire VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor).

Le VEGF participe a I'angiogenése et au remodelage vasculaire en augmentant la prolifération et la
migration des cellules endothéliales mais également I'hyperperméabilité vasculaire (Senger et al.,
1996 ; Hermann et Zechariah, 2009). Il est aujourd’hui bien établi que le VEGF augmente la
perméabilité de la BHE apres ischémie (Zhang et al.,, 2000; Abumiya et al., 2005) en régulant
notamment I'expression des protéines de jonction (Fischer et al., 2002). L'inhibition du VEGF a la
suite de l'ischémie réduit en effet I'expression de la MMP-9, la dégradation des composants de la
BHE et sa perméabilité, ainsi que les TH induites par le rt-PA (Kanazawa et al., 2011 ; Suzuki et al.,

2015).
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» Une potentialisation de I"apoptose via I'activation des caspases 8 et 9 qui activent a leur tour
la caspase 3.
En effet, il a été montré que l'inhibition de l'activité des caspases induites par le rt-PA apres

traitement par la protéine C activée réduisait les TH (Liu et al., 2004 ; Cheng et al.,2006).

Au vu de cette toxicité vasculaire du rt-PA responsable de I'apparition des TH, il est nécessaire de
caractériser des marqueurs biologiques qui permettront de détecter ces effets chez les patients.
Méme si I'imagerie par IRM reste le meilleur moyen d’apprécier ces TH, l'utilisation de biomarqueurs
facilement dosables dans les liquides biologiques (plasma, sérum, urine) pourrait étre
particulierement intéressante. Parmi les marqueurs étudiés, citons les taux plasmatiques de MMP-9,
ceux de calcium fixé a la protéine cytoplasmique astrogliale S100B, de TAFI (Thrombin Activated
Fibrinolysis Inhibitor), de PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1), de F2-isoprostanes (radicaux
libres induisant la peroxydation de I'acide arachidonique au niveau neuronal). Cependant aucun de

ces marqueurs n’a encore été validé en clinique (voir pour revue Wang et al., 2015).

B) Toxicité neuronale

La toxicité neuronale du rt-PA est aujourd’hui bien établie. Elle implique principalement la
potentialisation de I'activation des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartat) provoquant un stress
excitotoxique (voir pour revues Yepes et al., 2009 ; Kaur et al., 2004 ; Vivien et al., 2011 ; Chevilley et
al., 2015 ; Docagne et al., 2015). En effet, au cours de I'ischémie cérébrale le rt-PA traverse la BHE et
se retrouve dans le parenchyme cérébral (Benchenane et al., 2005a, 2005b). Il est alors capable
d’interagir via son domaine « Kringle 2 » avec la sous unité GIuN1 des récepteurs NMDA et entrainer
son clivage, ce qui potentialise leur activation et par conséquent le phénomeénes excitotoxique
(Nicole et al., 2001 ; Fernandez-Monreal et al., 2004 ; Kvajo et al., 2004). Paradoxalement, Samson et
collaborateurs ont montré que I'activation des récepteurs NMDA par le t-PA sur les cultures de

neurones corticaux ne nécessite pas un clivage de la sous unité GIuN1 (Samson et al., 2008).

Par ailleurs, des études montrent que cet effet est plasmine indépendant (Samson et al., 2008 ;
Echeverry et al., 2010 ; Parcq et al., 2012), alors que d’autres études suggérent le contraire (Matys et
al., 2003). La plasmine serait elle-méme capable de cliver la sous unité GIuN2A des récepteurs NMDA

et ainsi augmenter sa fonction (Yuan et al., 2009).
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Le rt-PA peut également potentialiser I'activation des récepteurs NMDA sans clivage de la sous unité
GluN1 ou du plasminogéne et cela en se fixant sur un autre type de récepteurs, les LRP1 (Low
receptor Protein 1) (Samson et al., 2008). De plus, il a été montré que |'activation des récepteurs
LRP1 et annexine Il, entraine une activation des cellules microgliales a I'origine d’'une augmentation
de la NOSi, ce qui enclenche une réaction inflammatoire contribuant ainsi a la neurotoxicité du rt-PA

(zhang et al., 2009 ; Siao et Tsirka, 2002).

lll. Alternatives a la thrombolyse par le rt-PA

L'ensemble des données que nous venons de développer montre la complexité de la thrombolyse
par le rt-PA pour le traitement d’'un AVC ischémique. De plus, hormis le risque hémorragique,
I’efficacité du rt-PA reste incertaine. Comme décrit précédemment, une absence de recanalisation
est observée chez un tiers des patients. De plus, la recanalisation d’un vaisseau peut étre associée a
une hypoperfusion ou une absence de reperfusion. Cette hypoperfusion peut étre la conséquence de
phénoménes de réocclusion, qui selon Saqqur et collaborateur est retrouvé chez 30% des patients
qui présentent une recanalisation aprés thrombolyse (Saqqur et al., 2007). Ainsi la formation de
micro-thrombi secondaires peut étre la conséquence d’une fragmentation du caillot par le rt-PA. Les
fragments du caillot dits « emboles » peuvent migrer dans le réseau vasculaire en aval de I'occlusion
et se loger dans des zones difficilement accessibles par le rt-PA (Jiang et al., 2000 ; Balami et al.,
2013). Ces micro-thrombi peuvent également se former in situ. Quelle que soit leur origine, ces
micro-thrombi entrainent des lésions tissulaires secondaires. Hormis les phénomeénes de réocclusion,
I'altération de la réactivité vasculaire (Cipolla et al., 2000 ; Nassar et al., 2004) et/ou la compression
du vaisseau par un cedéeme peuvent influencer la qualité de la reperfusion tissulaire (Koudstaal et al.,
1988 ; Ishiguro et al., 2010 ; Garcia Yébenes et al., 2011 ; Won et al.,, 2014 ; Zuo et al., 2014).
L'ensemble de ces phénomenes peut ainsi expliquer I'inefficacité de la thrombolyse observée chez

certains patients (Khatri et al., 2005 ; Dalkara et Arsava, 2012).

Actuellement, les principales stratégies de recherche visent d’'une part a améliorer I'efficacité de la
thrombolyse par le rt-PA (altéplase) et d‘autre part a réduire ses effets déléteres (transformations
hémorragiques et toxicité neuronale). Par ailleurs, une autre alternative est le développement de
nouveaux thrombolytiques (voir pour revue Gurman et al., 2015 ; Parsons et al., 2012 ; Albers et al.,

2015) :
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Le ténectéplase présente une demi vie plus longue que l'alteplase (20-40 minutes), une
meilleure spécificité d’action sur la fibrine et une plus grande résistance au PAI, inhibiteur
endogéne du t-PA. Il a été approuvé par la FDA pour le traitement de I'infarctus du myocarde
en I'an 2000 (essais ASSENT2, Van de Werf et al., 1999). En ce qui concerne les AVC
ischémiques, il a été montré dans un essai en phase Illb comparant le ténectéplase a
I'alteplase un taux de reperfusion plus élevé avec le ténectéplase ainsi qu’une amélioration
clinique a 24 heures et a 3 mois. Toutefois, le taux de transformations hémorragiques n’était

pas modifié (Bivard et al., 2017).

Le desmotéplase présente la durée de demi vie la plus longue (4 heures), une forte sélectivité
pour la fibrine ainsi qu’une faible neurotoxicité. L’essai clinique en phase Il DIAS4
(Desmoteplase in Acute Ischemic Stroke) a montré que I'administration du desmotéplase en
i.v bolus 90 pg/kg entre 3-9 heures aprés ischémie cérébrale n’était pas toxique, augmentait
la recanalisation artérielle par rapport au placebo mais sans amélioration clinique associée.
Le taux de transformations hémorragiques n’était cependant pas plus élevé que chez les

patients ayant recu le placebo (Von Kummer et al., 2016).

Le Stachybotrys microspora phenol-7 (SMTP7) est un autre agent thrombolytique qui
pourrait étre un bon candidat en clinique. Il est extrait des microspores du champignon
Stachybotrys. Il promeut la conversion du plasminogene en plasmine par l'urokinase,
augmentant ainsi la thrombolyse dans les modéles d’ischémie chez le rongeur et le primate.
Il diminue également la neuroinflammation et entraine une réduction du volume d’infarctus,
des TH, de la mortalité et du déficit neurologique (Miyazak et al., 2011 ; Ito et al., 2014 ;
Sawada et al., 2014).

Par ailleurs, il existe des formes modifiées du t-PA dont le sc*-t-PA une forme non clivable de la
chaine simple, et le K2*-t-PA qui posséde un domaine « Kringle 2 » modifié. La caractérisation de ces
deux nouvelles formes de t-PA est particulierement encourageante puisque ces formes présentent
une neurotoxicité plus faible que celle du rt-PA tout en possédant une bonne activité fibrinolytique
(Parcq et al., 2013).

Une autre stratégie ayant pour but d’améliorer I'efficacité de la thrombolyse par le rt-PA est son
administration par voie intra-artérielle. Une méta-analyse a montré que le taux de recanalisation

aprés administration par cette voie est beaucoup plus élevé que lors d’une administration
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intraveineuse (Rha et Saver, 2007). Par ailleurs, une thrombolyse mécanique peut étre envisagée en
cas de contre-indication ou d’échec de la thrombolyse intraveineuse et/ou intra-artérielle (Khalessi
et al., 2011). Son utilisation a été approuvée par la FDA aux Etats Unis en 2004, et en France elle est
conseillée chez les patients non éligibles au rt-PA. Cette pratique présente cependant plusieurs
inconvénients, notamment un risque infectieux, un risque hémorragique, de dissection du vaisseau,
d’hématome voire de fragmentation du caillot (avec un risque de réocclusion) (Rha et Saver et al.,
2007).

Un autre axe de recherche s‘intéresse a I'association au rt-PA de molécules capables de réduire sa
toxicité vasculaire et neuronale. Dans cette optique, plusieurs molécules ont été évaluées en
préclinique dont des agents anti-oxydants comme I'edaravone, des inhibiteurs de MMP ou des anti-

VEGF (voir pour revue Kanazawa et al., 2017).

Par ailleurs, afin de développer des stratégies efficaces, une meilleure connaissance des mécanismes
impliqués dans la toxicité du rt-PA est nécessaire. Dans les deux chapitres qui suivent, nous nous
sommes focalisés sur deux entités qui pourraient étre impliquées dans les effets déléteres du rt-PA :
tout d’abord, les microvésicules endothéliales (MVE) qui sont de plus en plus considérées comme des
marqueurs et acteurs de la dysfonction endothéliale. Ensuite, HMGB1, une alarmine décrite comme
une cytokine inflammatoire qui est impliquée dans l'inflammation post-ischémique et capable

d’altérer la barriere hémato-encéphalique.
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TROISIEME CHAPITRE : LES MICROVESICULES ENDOTHELIALES

Les microvésicules (MV), appelées également microparticules’, sont des vésicules extracellulaires
décrites pour la premiére fois par Chargaff et West en 1946 comme des précipités présents dans le
plasma et possédant une activité procoagulante (Chargaff et al., 1946). Vingt ans plus tard, Wolf
(1967) a identifié ces MV comme des poussiéres entourant les plaquettes sanguines activées,
« Platlet Dust ». Ces poussiéres correspondaient a des fragments membranaires riches en
phospholipides capables de servir de support a la génération de thrombine dans un plasma sans
plaquette (Wolf, 1967). Les MV ont pendant longtemps été considérées comme de simples débris
cellulaires inertes résultant de la destruction cellulaire ou du turnover dynamique de la membrane
plasmique (Cocucci et al., 2009). Récemment, grace aux avancées majeures des techniques de
détection, la caractérisation de ces microvésicules a permis de mettre en évidence leurs diverses
origines cellulaires mais surtout leurs multiples propriétés biologiques. En effet, de nombreux
travaux ont montré leur réle crucial dans la coagulation, l'inflammation, la vasoréactivité et
I'angiogenése (Morel et al., 2004). Elles ont donc suscité un grand intérét, notamment dans I'étude
des processus physiopathologiques des maladies cardiovasculaires et thromboemboliques, mais
également des maladies neurologiques, cancéreuses et auto-immunes.

Au cours de ma thése, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux microvésicules
d’origine endothéliale (MVE) comme marqueurs de la Iésion/souffrance endothéliale. Pour mieux
comprendre I'intérét de ces MVE, les derniéres données sur la structure, la biogénése et la clairance
des microvésicules sont introduites dans un premier temps. Il s’ensuit un résumé des méthodes
d’analyse disponibles a ce jour pour la détection et le dosage des MV. Le role biologique des
microvésicules d’origine endothéliale est ensuite développé. Enfin, leur intérét en tant que marqueur

et acteur de la lésion endothéliale au cours des AVC est précisé dans une derniere partie.

! Récemment, la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (International Society for Extracellular Vesicles) a
recommandé I'utilisation du terme « Vésicules membranaires » comme terme générique pour tout type de vésicules
présentes dans l|'espace extracellulaire (Witwer et al., 2013). Nous avons donc décidé de remplacer le terme
« Microparticule », utilisé notamment dans notre publication, par le terme « Microvésicule » dans le présent manuscrit.
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I. Structure, origine, biogenése et clairance des microvésicules

1. Structure et origine des microvésicules

A) Structure des microvésicules

Les microvésicules (MV) sont des vésicules membranaires dont la taille est comprise entre 0,1 et
1 um. Elles sont libérées dans le milieu extracellulaire par bourgeonnement de la membrane
plasmique des cellules activées ou en apoptose ; les MV sont donc constituées d’une partie de la
membrane et du contenu de la cellule dont elles sont issues. Les microvésicules sont anucléées,
entourées d’une bicouche lipidique integre, non perméable. Elles sont considérées comme de vrais
réservoirs de molécules bioactives telles que des acides nucléiques (ADN, ARNm, micro-ARN), des
protéines, membranaires ou non, (récepteurs, cytokines, enzymes), des lipides, ainsi que des
organites cellulaires (voir pour revue : Taraboletti et al., 2002 ; Boulanger et al., 2006 ; Dignat-George
et Boulanger, 2011 ; Morel et al., 2011).

Une des principales caractéristiques structurales des MV est I'expression au niveau du feuillet
externe de la membrane plasmique de certains phospholipides membranaires dont les

phosphatidylsérines (PS, dont nous reparlerons notamment dans le paragraphe 2.A).

B) Caractéristiques différentielles des microvésicules et des autres vésicules extracellulaires

Les microvésicules constituent, avec les exosomes et les corps apoptotiques, un ensemble plus
large appelé vésicules extracellulaires (figure 9). Les caractéristiques différentielles de ces trois types
vésiculaires sont détaillées dans le tableau 1 (voir pour revue : Mause et al., 2010 ; Gyorgy et al.,

2011 ; Burger al., 2013 ; Yin et al., 2015).

> Les exosomes

Les exosomes, dont la taille est comprise entre 30 et 100 nm, sont produits par endocytose et
stockés dans des corps multivésiculaires d’environ 0,5 um de taille. Ces corps multivésiculaires
fusionnent avec la membrane plasmique et libérent leurs exosomes dans le milieu extracellulaire.

Les exosomes expriment différents marqueurs spécifiques dont les tétraspanines (CD9, CD63, CD81),

LAMP1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) et TSG101 (Tumor susceptibility gene 101). Leur
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contenu vésiculaire est riche en lipides, protéines, ARN messagers, micro-ARN mais il est dépourvu
d’ADN. Contrairement aux microvésicules, les exosomes expriment trés faiblement les

phosphatidylsérines sur le feuillet externe (tableau 1).

> Les corps apoptotiques

Avec une taille comprise entre 1 et 5 um, les corps apoptotiques constituent les vésicules
extracellulaires les plus grandes. lls sont principalement formés au cours des phases tardives de la
mort cellulaire programmée ou apoptose apres déformation et fragmentation de ’ADN.

Outre les différents organites cellulaires issus de leur cellule d’origine (mitochondries, réticulum
endoplasmique), les corps apoptotiques contiennent de I’ADN fragmenté (tableau 1). De plus, ils
expriment fortement les phosphatidylsérines sur le feuillet externe de leur bicouche lipidique. Cette
bicouche lipidique est, contrairement a celle des MV, une membrane perméable. Ainsi, |'utilisation
de lI'iodure de propidium (IP) permet de les différencier des microvésicules. L'iodure de propidium,
un colorant capable de diffuser a I'intérieur des corps apoptotiques et de s’intercaler entre les bases
nucléiques de I'ADN, permet donc le marquage des corps apoptotiques et leur détéction en

cytométrie (Hristov et al., 2004).

30-100nm 100 nm -1 pm 1pm-5pum 8-12um
&> € > < > & >
Agrégats ) _
protéiques Y
Virus Bactérie
Plaquette

O s

Exosome  Microvésicule Corps apoptotique Cellules

Figure 9 : Tailles des différentes vésicules extracellulaires (d’aprés Gyérgy et al.,2011)
La taille des exosomes est équivalente a celle d’un virus. Les microvésicules ont une taille semblable a celle d’une bactérie
ou d’agrégats de protéines. Les corps apoptotiques et les plaquettes présentent des tailles du méme ordre de grandeur.
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30-100 nm

1,16 - 1,28

Fusion des
corps multi-vésiculaires
avec la membrane
plasmique

Constitutive et/ou
activation cellulaire

Protéines, ARN,
microARN

Membrane imperméable
(IP négatif)

Tétraspanines
(CD9, CD63, CD81)

>100 000 g

+/-

100 nm - 1 um
1,04 -1,07
Bourgeonnement de la
membrane plasmique
Activation cellulaire

et/ou apoptose
précoce

Protéines, ARN, ADN,
microARN, lipides

Membrane imperméable
(IP négatif)

PS et marqueurs de la
cellule d‘origine

20000 g

++

1pm-5pm

1,13-1,19

Fragments cellulaires

Apoptose avancée
Organites cellulaires,

protéines, ADN, ARN,
microARN

Membrane perméable
(IP positif)

PS

16 000 g

++

Tableau 1 : Caractéristiques différentielles des vésicules extracellulaires

IP : iodure de propidium ; PS : phosphatidylsérine.

C) Origines cellulaires des microvésicules

Différents types cellulaires sont capables de libérer des MV : les cellules sanguines telles que les

plaquettes (les MV plaquettaires représenteraient plus de 80% des MV, Horstman et al., 1999;

Flaumenhaft et al., 2009), les leucocytes, les érythrocytes (Tissot et al., 2010 ; Rautou et al., 2011a)

mais aussi les cellules de l'unité vasculaire telles que les cellules endothéliales et les cellules

musculaires lisses (Horstman et al.,, 1999 ; Rautou et al., 2011a ; Herring et al., 2013). Au niveau

cérébral, les MV peuvent étre libérées par les progéniteurs neuronaux, les neurones, les cellules

microgliales, les astrocytes et les oligodendrocytes (Scolding et al., 1989 ; Bianco et al.,, 2005;
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Marzesco et al., 2005 ; Fauré et al., 2006 ; Schiera et al., 2007 ; Bianco et al., 2009 ; Borgiani et al.,
2012). Les MV libérées peuvent étre retrouvées dans divers liquides biologiques : plasma, liquide

céphalorachidien, salive, liquide synovial, bile, urine (voir pour revue Porro et al., 2015).

D) Caractéristiques phénotypiques des microvésicules endothéliales (MVE)

Il est aujourd’hui bien établi que la phosphatidylsérine (PS) est un marqueur clé de l'identification
des MV. Sa fixation spécifique a I'annexine V permet aujourd’hui le dosage des MV par cytométrie en
flux (Dignat-George et al., 2004). Il est toutefois a noter que certaines MV peuvent ne pas fixer
I’AnnV+ comme cela a été observé chez les patients drépanocytaires ou insuffisants rénaux (Shet et
al., 2003 ; Amabile et al., 2005). Les PS pourraient étre engagées dans d’autres interactions

moléculaires (voir pour revue Boulanger et al., 2006).

Au cours du bourgeonnement de la membrane plasmique, les MV libérées emportent avec elles une
partie de la membrane plasmique ainsi qu’une fraction du contenu cellulaire. Aussi, un marquage est
nécessaire pour l'identification de I'origine cellulaire des MV. En ce qui concerne les microvésicules
endothéliales, outre les PS, elles expriment a leur surface toute une gamme de phospholipides et de
lipides oxydés ainsi que de nombreuses protéines membranaires telles que la VE-cadhérine (CD144),
PECAM-1 (CD31), ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106), '’endogline (CD105), la E-sélectine (CD 62E), la S-
endo-1 (CD146) ou l'aV intégrine (CD51) (Dignat-George et Boulanger, 2011 ; figure 10A). La NO
synthase endothéliale ainsi que des récepteurs VEGFR-2 ont également été identifiés a la surface des

MVE (Leroyer et al., 2009).

En fonction du type de stimuli a I'origine de la vésiculation, certains phénotypes prédominent plus
qgue d’autres : en condition d’apoptose, le nombre de MVE phénotypées PECAM-1 (CD31), endogline
(CD105) et VE-cadhérine (CD144) est plus important que le nombre de MVE phénotypées ICAM-1
(CD54), E-sélectine (CD62E) et VCAM-1 (CD106) alors que dans les conditions d’activation cellulaire la
tendance est inversée (Jimenez et al., 2003) (figure 10B). En ce qui concerne la E-sélectine, il a été
montré qu’elle est exprimée par les MVE quelles que soient les conditions qui ont induit la
vésiculation (Jimenez et al.,, 2003). Ainsi, la E-sélectine et la VE-cadhérine sont exprimées
exclusivement par les MVE et peuvent donc étre marquées pour identifier leur origine endothéliale

(Dignat-George et Boulanger 2011).
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Par ailleurs, d’autres études ont rapporté que les MVE générées a partir de cellules endothéliales
apoptotiques expriment des taux plus élevés de phosphatidylsérines a leur surface par rapport a
celles générées a partir de cellules activées et leur composition en phospholipides est différente
(Huber et al., 2002 ; VanWijk et al., 2003). Ces données suggerent qu'il existerait des mécanismes
distincts de formation des MVE dans les cellules apoptotiques et dans les cellules activées (MacKman
et al.,2011), et des études suggerent que ces MVE auraient des fonctions différentes dans les

maladies vasculaires (Rautou et al., 2011b ; Yong et al., 2013).

APC EPCR PECAM-1
FT Activation cellulaire Apoptose cellulaire
; VCAM-1 (Agll, PAI, T-Cad, ApoE, Thrombine ...)
™
| | B
EPC ICAM-1 R  Endothélium
Rupture membranaire et bourgeonnement

0,1—1um N _— B
@ [E-sclectine ﬁCaIcium cytosolique MVE Activation des caspases
uPAR ROCK II ROCK |
ura € MCAM Caspases
. ICAM-1
MMP VE-cadhérine i \
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Figure 10 : A. Structure d’une microvésicule endothéliale (adaptée d’apres Dignat-George et
Boulanger, 2011), B. Différence de structure des MVE produites par les cellules activées ou en
apoptose (adaptée d’aprés Markiewicz, 2013)

FT: facteur tissulaire ; PS: phosphatidylsérine ; APC: Protéine C activée ; EPCR: récepteur endothélial de la
protéine C ; PECAM-1: molécule d’adhésion cellulaire plaquette-cellule endothéliale 1 ; VCAM-1: molécule
d’adhésion des cellules vasculaires-1 ; ICAM-1: molécule d’adhésion intercellulaire 1 ; E-sélectine: sélectine
endothéliale ; MCAM : molécule d’adhésion cellulaire de mélanome ; VE cadhérine: cadhérine vasculaire
endothéliale ; NOSe: NO synthase-endotheliale; Tcadhérine (« truncated-cadherin ») : cadhérine-13 ; MMP:
meétalloprotéases de la matrice; uPA : activateur de plasminogéne de type urokinase ; uPAR : récepteur de I'uPA
; EPC : protéine C endothéliale ; TM : thrombomoduline ; Agll : Angiotensine Il, T-Cad : T- Cadherine; PAI:
inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 1; ApoE : Apoliporotéine E; ROCK | et Il : Rho kinase activée ; PS:
phosphatidylsérine ; APC :Protéine C activée VCAM-1 : molécule d’adhésion des cellules vasculaires-1; vWF :

facteur Won Willbrand.
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2. Biogéneése des microvésicules

A) Mécanisme général de vésiculation

Les MV sont libérées par les cellules aprés un remaniement puis un bourgeonnement de la
membrane plasmique. La réorganisation du cytosquelette et [I'externalisation des

phosphatidylsérines membranaires apparaissent aujourd’hui comme les deux principaux évenements
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a l'origine de ce remaniement membranaire menant au bourgeonnement. Les phosphatidylsérines
sont des aminophospholipides présents majoritairement (voire exclusivement) dans le feuillet
interne de la membrane plasmique des cellules a I'état quiescent. La distribution asymétrique des
phosphatidylsérines et des autres phospholipides membranaires présents dans le feuillet interne
(phosphatidyléthanolamine) et le feuillet externe (phosphatidylcholine et sphingomyéline) de la
membrane plasmique est maintenue grace a trois enzymes: les flippases, les floppases et les
scramblases. Les flippases favorisent la translocation des phosphatidylsérines et
phosphatidyléthanolamines contre leur gradient électrochimique vers le feuillet interne. les
floppases quant a elles catalysent le transport de la phosphatidylsérine vers |'extérieur et sont
inactivées lorsque la cellule est au repos. Enfin, les scramblases facilitent le mouvement des
phosphatidylsérines entre les deux feuillets membranaires.

Lorsque la cellule est activée ou en apoptose, les taux de calcium intracellulaire sont augmentés, ce
qui entraine une inhibition de I'activité des flippases et une augmentation simultanée de I'activité
des floppases et des scramblases. L'asymétrie membranaire est alors perturbée et les
phosphatidylsérines se retrouvent transloquées vers le feuillet externe de la membrane plasmique

(figure 11).

Cellule au repos

feuillet
externe

feuillet
[Caz+ cytosquelette Phosphatidylsérine interne
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Activation cellulaire / apoptose
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floppase e scramblase; “h, membranaire
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gL )
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2=4=0
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/\ -
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Figure 11 : Processus de vésiculation membranaire (adaptée d’aprés Hugel et al., 2005)
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Les mécanismes moléculaires a I'origine de la formation des microvésicules sont encore trés peu
décrits. Toutefois il semblerait qu’il y‘est une différence notable entre les processus impliqués dans
microvésiculation des cellules activées et celles des cellules en apoptose. Néanmoins, les études in
vitro ont mis en évidence lI'implication d’enzymes protéolytiques dans le clivage des protéines du
cytosquelette (actine, myosine et taline) initiant ainsi le bourgeonnent et la vésiculation de la

membrane plasmique (voir pour revue Burger et al., 2013 ; Yun et al., 2016, figure 12).

Dans les cellules activées, la calpaine, dont I'activation est directement liée a 'augmentation du taux
de calcium intracellulaire, apparait comme I'une des enzymes responsables de la libération des MV.
(Coltel et al., 2006). En effet, la calpaine, dégrade les filaments de taline et d'actine ce qui entraine
une réorganisation et dissociation du cytosquelette, un bourgeonnement membranaire et enfin une
libération de microvésicules dans le milieu extracellulaire (Mause and Weber. 2010 ; Burger et al.,
2013 ; Yun et al., 2016). Récemment il a été montré qu’une autre enzyme la transglutaminase-2, une
enzyme qui catalyse la réticulation des protéines du cytosquelette, serait impliquée dans la libération
des microvésicules par les cellules musculaires lisses activées (Van den Akker et al., 2012).

En ce qui concerne les cellules en phase précoce d‘apoptose, la caspase-3 activée est I'enzyme
responsable du clivage des ROCK1 (Rho associated Kinase |) et par conséquent leur activation.
L'activation de ces kinases entraine l'activation de la phosphorylation des chaines légeres de
myosine (MLC) et de l'inactivation des phosphatases ce qui favorise le réarrangement et la
contraction du cytosquelette puis la libération des MV (Coleman et al., 2001 ; Sebbagh et al., 2001 ;

Mause and Weber. 2010).

® Aminophospholipides
(Phosphatidylsérine, Phosphatidyléthanolamine)
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(Phosphatidylcholine, Sphingomyéline)
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Figure 12 : Mécanisme de remodelage du cytosquelette lors de la vésiculation
(adaptée selon Burger et al., 2013)
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B) Meécanismes moléculaires particuliers a la vésiculation endothéliale

Les microvésicules endothéliales (MVE) sont libérées par des cellules endothéliales soumises a
différents types de stimuli pro-inflammatoires (TNF, LPS, IL-1, CRP...) (Del Turco et al., 2007 ; Abid
Hussein et al., 2007 ; Peterson et al., 2008 ; Brown et al., 2011 ; Devaraj et al., 2011), pro-coagulants
(thrombine, inhibiteur de I'activateur du plasminogene (PAI-1) (Brodsky et al., 2002 ; Sapet et al.,
2006 ; Peterson et al., 2008 ; Simoncini et al., 2009), pro-oxydants (irradiation ionisante, radicaux
libres dérivés de I'oxygéne, Szotowski et al., 2007) ainsi que d’autres stimuli tels que I'angiotensine Il
(voir pour revue Burger et al., 2011) ou la plasmine (Doeuvre et al., 2010). De plus, il a été montré in
vitro que les conditions de stress induit par les forces de cisaillement du flux sanguin (shear stress)

entrainent la libération de MVE (Vion et al., 2013).

En ce qui concerne les voies de signalisation impliquées dans la vésiculation, celles-ci different selon
le type de stimuli qui mene a la vésiculation (figure 5). La thrombine par exemple, dont le mécanisme
est le plus étudié, entraine in vitro la libération de MVE via deux voies de signalisation distinctes. La
premiére implique les Rho kinases au cours des phases d’activation cellulaire précoce. La thrombine
en se fixant au récepteur PAR-1 exprimé a la surface des cellules endothéliales, entraine non
seulement une augmentation du calcium intracellulaire mais également I'activation de la caspase-2
en absence de toute activité apoptotique. Cette activation de la caspase-2 serait responsable du
clivage et de l'activation des ROCK Il. La deuxiéme voie de signalisation dépend d’évenements
transcriptionnels impliquant la protéine TRAIL/ApolL2 et sa forme soluble (sTRAIL), une cytokine
appartenant a la famille TNF. Les deux voies entrainent I'activation du facteur de transcription NF-kB
et la libération des MVE (Sapet et al., 2006 ; Simoncini et al., 2009).

Dans une autre étude, Curtis et collaborateurs (2009) ont mis en évidence I'implication d’une autre
voie, celle de la p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) dans la libération de MVE apreés la

stimulation des cellules endothéliales par le TNF (Curtis et al., 2009).

3. Clairance des microvésicules

Le processus d’élimination des MV est encore tres peu élucidé a ce jour. L’activité phagocytaire des
macrophages semble étre une des principales voies de leur clairance. En effet, il a été montré in vitro
qgue l'incubation de MV d’origine lymphocytaire avec des macrophages entraine leur phagocytose

(Distler et al., 2005). Le systéme de reconnaissance des phosphatidylsérines a la surface des MV joue
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un role clé dans leur clairance aussi bien par les macrophages que par les autres types cellulaires :
cellules endothéliales, épithéliales et les fibroblastes (Abdel-Monem et al., 2010). Il repose sur
I’expression par ces cellules du récepteur aux phosphatidylsérines (PSR) qui en reconnaissant les PS
permet la phagocytose des débris cellulaires et des MV (Fadok et al., 2000). De plus, ce récepteur
exprimé a la surface des cellules endothéliales reconnait I'annexine | exprimée a la surface des MV ce
qui permet leur clairance par endocytose (Jansen et al., 2012). Ainsi toutes les cellules qui expriment
ce récepteur sont capables d’éliminer les MV.

D’autres systémes de reconnaissance des PS ont été mis en évidence et mettent en jeu des protéines
telles que la lactadhérine (protéine soluble) ou la glycoprotéine B2 (exprimée a la surface des
macrophages). Ces protéines peuvent lier a leurs extrémités d’'une part les macrophages et d’autre
part les MV par fixation aux PS, ce qui permet d’activer et de favoriser la phagocytose des MV par les
macrophages (Dasgupta et al., 2009 ; Abdel-Monem et al.,, 2010). Une étude récente a montré
gu’une autre glycoprotéine, DEL-1 (développement endothéliale locus 1), sécrétée par les cellules
endothéliales, reconnait et se lie aux PS. Le complexe DEL1-PS ainsi formé est reconnu par les
intégrines (VB3 et aVP5) et permet la clairance des MV plaquettaires par I'endothélium vasculaire
(Dasgupta et al., 2012).

Les microvésicules circulantes sont éliminées a 45% par le foie (essentiellement par les cellules de
Kupffer), a 23% par les os, a 10% par la peau, a 6% par les muscles, a 3% par la rate, et a 2% par les
poumons (Willekens et al., 2005). En ce qui concerne leur cinétique d’élimination, les MV présentent
une clairance rapide. Il existe cependant une différence notable entre leur clairance chez ’lhomme et
chez I'animal. Chez 'homme, il a été montré que la transfusion d’un concentré de plaquettes
d’aphérese riche en MV augmentait le taux plasmatique de MV apreés la transfusion mais que ce taux
baissait considérablement dans les 5 heures qui suivaient la transfusion (Rank et al., 2011). Chez
I’animal, la clairance est plus rapide puisqu'il a été rapporté que les MV injectées chez le lapin, le rat
ou la souris étaient éliminées en grande partie en 10 minutes (Willekens et al., 2005 ; Rand et al.,

2006 ; Al Faraj et al., 2012).

Il. Méthodes d’analyse des microvésicules

Comme décrit précédemment, les MV sont essentiellement retrouvés dans les liquides biologiques et
au niveau des plaques d’atheroscléroses.
Les procédures de mesure des MV dans les différents milieux bilogiques, ont fait I'objet de

recommandations particulieres établies dans le cadre des comités scientifiques de standardisation de
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biologie vasculaire (SSC - VB) de la Société internationale de thrombose et d’hémostase (ISTH). Les
recommandations de ces comités tendent a standardiser les étapes allant du prélevement/récolte
jusqu’a l'analyse des échantillons pour la mesure des MV, dans le but de minimiser les risques
d‘activation cellulaire in vivo et in vitro qui pourraient étre a 'origine de la génération d’artefacts qui
perturberaient le dosage des MV.

De ce fait, pour la mesure des MV in vivo dans le sang par exemple, le choix du mode de
prélevement, de I'anticoagulant et de la taille de I'aiguille sont des parametres qu’il est important de
contréler. De méme, il est important de réguler le temps écoulé entre le prélevement et la premiere
centrifugation et les conditions de conservation des échantillons que ce soit sur des échantillons
prélevés in vivo ou in vitro. En ce qui concerne le protocole d‘isolation des MV, il comprend une
succession de centrifugations. La premiére est a faible vitesse et permet d’éliminer tous les
contaminants cellulaires, la deuxiéme est a forte vitesse et permet d’isoler les MV (voir pour revue

Mooberry et Key, 2015 ; Szatanek et al., 2015).

1. Lacytométrie en flux

La cytométrie en flux est la technique la plus utilisée actuellement pour I'analyse quantitative des
MV. C’est une méthode rapide, simple et spécifique. Le principe de détection repose sur I'utilisation
d’un faisceau laser qui analyse les signaux optiques (diffraction, fluorescence) des différents
constituants dans un échantillon (cellules, microvésicules, virus, billes de polyméres...). Les signaux
mesurés dépendent des propriétés optiques intrinseques des constituants et permettent d’apprécier
de maniere indirecte la taille, la forme et leur structure spécifique. Le cytometre permet de définir
tout d’abord une population « d’évenements de type microvésiculaire » en fonction de leur taille
(forward scatter; FS) et de leur granulosité (side scatter; SS). Dans cette zone, les MV seront
mesurées grace a la détection de la phosphatidylsérine révélée par un marquage a l'annexine V
couplée a un fluorochrome, et/ou de marqueurs spécifiques de surface aprés fixation d’anticorps
fluorescents (Jy et al., 2004).

Concernant les MVE, plusieurs marqueurs ou combinaison de marqueurs sont a présent utilisés en
routine pour évaluer leur origine endothéliale : CD144 (VE-cadhérine), CD31+(PECAM-1)/CD41-
(intégrine allb), CD105 (endogline), CD106 (VCAM-1), CD146 (S-endo-1), CD62E (E-sélectine). Il existe
aujourd’hui des cytomeétres performants de haute sensibilité tel que le cytometre GalliosTM

(Beckman Coulter).
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Cette technique possede cependant des limites, notamment une faible résolution pour les éléments
de tres petite taille (< 0,4 um) et une difficulté a détecter les éléments qui présentent une faible

antigénicité (voir pour revue Erdbriigger et Lannigan, 2016 ; Wayne, 2016).

2. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) et test de capture en phase solide

Le principe de ces deux tests est basé sur la capture des MV sur un support solide grace a un
couplage antigénique de l'annexine V avec la phosphatidylsérine ou avec d’autres antigenes
spécifiques exprimés par les MV. Il existe également des tests hybrides qui permettent de combiner
un test de capture en phase solide a la mesure de l'activité prothrombinase des MV. Ces différents
tests offrent une possibilité d’analyse de nombreux échantillons a haut débit. lls sont assez sensibles
pour détecter des antigenes faiblement présents a la surface des MV et sont plus faciles d’utilisation
qgue la cytométrie en flux (Kokawa et al., 1993 ; Osumi et al., 2001 ; Freyssinet, 2003 ; Nomura et al.,
2009).

Cependant, ces tests ne fournissent aucune information sur la taille des MV mesurées ni de
numeération absolue des vésicules. De plus les interférences avec les antigenes solubles sont

possibles et peuvent conduire a une surestimation des taux de MV.

3. Microscopie électronique a transmission / a force atomique

La microscopie électronique a transmission permet de visualiser les MV. La haute résolution de cette
technique permet d’évaluer leur taille et leur morphologie. Il est également possible de mettre en
évidence la présence de certains marqueurs par immunochimie. Cette technique ne permet
cependant pas de quantifier les particules dans un échantillon.

La microscopie a force atomique apporte elle aussi de trés bons renseignements quant a la taille et la
morphologie des MV. Elle permet de visualiser la topographie de la surface des MV. Cette technique
est dotée d’une tres haute résolution (inférieure au nanomeétre) assurant ainsi une analyse

structurale trés précise des MV (Leroyer et al., 2007 ; Burger et al., 2011 ; Leong et al., 2011).

4. Tests fonctionnels

Les MV expriment a leur surface la phosphatidylsérine et le facteur tissulaire qui permettent tous les

deux l'initiation de la cascade de coagulation. Par conséquent, certains tests fonctionnels consistent
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a mesurer l'activité pro-coagulante des MV en évaluant la génération de thrombine. En revanche, ces

tests ne permettent pas d’évaluer I'origine cellulaire des MV ni méme leur nombre.

5. Spectroscopie de corrélation photonique (Dynamic Light Scattering)

Cette technique et utilisée pour déterminer le profil de distribution des tailles d’éléments vésiculaire
entre 1 nm et 6 pum contenus dans une solution. Un laser monochromatique est appliqué sur
I’échantillon, les particules contenues vont diffracter la lumiere. La diffraction est fluctuante au cours
du temps a cause des mouvements browniens dans I’échantillon. L’analyse du changement d'angle et
de l'intensité de la diffraction permet de mesurer la taille des éléments. Cependant, cette méthode
ne permet de déterminer ni l'origine cellulaire des éléments ni I'expression des phosphatidylsérines

(Lawrie et al., 2009).

lll. Roéles biologiques des microvésicules endothéliales

1. Roles bénéfiques

Les microvésicules sont aujourd’hui considérées comme de véritables molécules bioactives jouant le
role de messagers dans la communication intercellulaire et la signalisation intracellulaire. En effet,
I’expression a leur surface de diverses protéines et lipides membranaires permet |'activation de
récepteurs sur les cellules cibles, I'induction d’un signal intracellulaire et la modification de leurs
réponses biologiques. Les MV peuvent également agir sur des cellules cibles via le transfert d’une
partie de leur contenu vésiculaire (protéines, lipides, ADN, ARN et microARN). Ce transfert peut
impliquer une simple interaction des membranes ou bien une fusion/internalisation des MV dans la
cellule cible (figure 13). Une fois a I'intérieur de la cellule, les MV peuvent étre prises en charge par le
systeme endosomal, ce qui induit : 1) soit leur digestion par le systéme endo-lysosomal ; 2) soir leur
fusion avec la membrane endosomale et la libération de leur contenu dans le cytoplasme (transfert
horizontal) 3) soit leur relargage une nouvelle fois dans le milieu extracellulaire par trancystose (voir

pour revue Cocucci et al. 2009).
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Figure 13 : Mécanismes de communication intercellulaire des MV
(adaptée d’aprés Cocucci et al., 2009)

Les microvésicules peuvent non seulement exercer un effet paracrine sur les cellules mais peuvent
également agir a distance via la circulation sanguine. Des études récentes montrent en effet que les
MV libérées par les cellules du systeme nerveux central (neurones et cellules gliales) au cours du
glioblastome étaient retrouvées dans la circulation sanguine périphérique, et pourraient donc agir
sur les cellules endothéliales a la périphérie (Cocucci et al., 2009 ; Mause et Weber, 2010 ; Yun et
al.,2016).

En ce qui concerne les microvésicules d'origine endothéliale, elles sont retrouvées dans le plasma
d’individus sains a des taux circulants de 5 a 50 ug/ml (Hoyer et al., 2010). Ces MVE jouent un role
dans le maintien de I'homéostasie vasculaire, la régulation de la fonction endothéliale et la survie

cellulaire.
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En effet, des études in vitro et in vivo montrent que les MVE peuvent exercer non seulement une
activité pro-coagulante via le facteur tissulaire qu’elles expriment mais aussi une activité
fibrinolytique par la transformation du plasminogéne en plasmine grace au t-PA (activateur tissulaire
du plasminogene) et a I'u-PA (urokinase type plasminogen activator) qu’elles transportent (Lacroix et
al., 2007 ; Doeuvre et Angles-Cano, 2009).

Une autre étude rapporte que les cellules endothéliales activées libérent des MV qui renferment de
la caspase-3. La libération de ces MV permet alors la clairance de cette enzyme et empéche son
accumulation dans la cellule et l'activation de I'apoptose (Abid Hussein et al., 2007). Sims et
collaborateurs ont également montré que les cellules endothéliales libérent des MV portant le
complexe lytique C5b-9, ce qui semble permettre a ces cellules d'éviter la lyse cellulaire induite par le
complément (Sims et Wiedmer, 1995).

Les MVE peuvent exercer d’autres effets cytoprotecteurs. Il a récemment été suggéré que les MVE
exprimant I'EPCR (récepteur endothélial a la protéine C) contribuaient a I'effet protecteur de la
protéine C activée (APC) au cours de la septicémie et dans I'AVC ischémique (Soriano et al., 2005 ;

Kerschen et al., 2007).

Roles déléteres

Dans certaines conditions physiopathologiques, les cellules endothéliales peuvent répondre a des
conditions de stress par une augmentation de la production de MVE. Ces MVE correspondent donc a
des marqueurs de souffrance endothéliale.

Par ailleurs, grace a leur contenu en molécules bioactives, ces MVE peuvent interagir avec des
cellules cibles présentes dans leur microenvironnement ou a distance et constituent donc de
véritables acteurs. Ainsi, les MVE sont impliquées dans des processus inflammatoires, dans la

coagulation/thrombose, dans la vasoréactivité et dans I'angiogenése.

MVE et inflammation

Une augmentation de la libération des MVE est observée au cours de différents types de pathologies
inflammatoires telles que |'athérosclérose, le diabéte ou les maladies auto-immunes (lupus
érythémateux, sclérose en plaques etc...). Des médiateurs de l'inflammation tels que le TNF,
I'interleukine-1p ou la thrombine sont capables d’entrainer la production de MVE qui, une fois
libérées, peuvent a leur tour exercer un effet inflammatoire notamment au niveau de I’endothélium.
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Curtis et collaborateurs ont d’ailleurs montré que les cellules endothéliales traitées par le TNF
liberent des MVE dont les taux sont corrélés aux taux d’interleukine-6 secrétées (Curtis et al., 2009).
De plus, I'incubation de ces MVE induites par le TNF avec des cellules endothéliales entraine
I"augmentation de la quantité d'ARNm d’ICAM-1 ainsi que de I'expression de ses formes solubles et
membranaires (Curtis et al., 2009 ; Lee et al., 2014). Une autre étude a montré que des MVE isolées
de plaques d‘athérosclérose entraine une augmentation de I'expression d’ICAM-1 par les cellules
endothéliales et une augmentation de I'adhésion des monocytes (Rautou et al., 2011b).

Par ailleurs, les MV d’autres origines cellulaires peuvent également entrainer une inflammation au
niveau endothélial. Il a été mis en évidence que les MV d’origine plaquettaire et leucocytaire
induisent la sécrétion par les cellules endothéliales de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6
et I'lL-8, et qu’elles augmentent I'expression d’ICAM-1, de VCAM-1 et de E-sélectine par ces cellules
(Nomura et al., 2001).

A l'inverse, dans certaines conditions, un effet anti-inflammatoire des MV a été décrit au niveau
endothélial. En effet, il a été mis en évidence que les MV libérées par les neutrophiles contiennent de
I’annexine-1 qui inhiberait I'interaction in vitro et in vivo des leucocytes et des cellules endothéliales
(Dalli et al., 2008). De plus, les MVE libérées aprés stimulation par la protéine C activée et qui
expriment le récepteur a 'APC ont un effet anti-inflammatoire et augmentent la survie cellulaire

(Perez-Casal et al., 2009).

B) MVE et hémostase

Les MVE possédent une activité pro-coagulante qu’elles exercent via deux entités moléculaires
exprimées a leur surface. Le premier facteur correspond aux phosphatidylsérines (PS) externalisées
sur le feuillet membranaire. Les PS peuvent fixer différents facteurs de coagulation et les assembler
pour former le complexe ténase (association des facteurs Vllla et IXab permettant I'activation du
facteur X) et/ou le complexe prothrombinase (association des facteurs Va et Xa permettant
I'activation de la prothrombine) afin de former la thrombine. La deuxieme entité moléculaire
correspond au facteur tissulaire (FT), initiateur de la voie extrinseque de la coagulation. Les MV
peuvent activer la coagulation directement via le facteur tissulaire et/ou indirectement en le
transférant a d’autres cellules, ce qui leur permet d’acquérir une activité pro-coagulante. En effet il a
été montré que les MVE exprimant le facteur tissulaire et des molécules d’adhérence endothéliales
sont capables de stimuler I’'expression ou le transfert du FT vers les monocytes. Le méme mécanisme

de transfert a été décrit pour les plaquettes et les leucocytes (voir pour revue Dignat-George et
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Boulager, 2011). L'effet pro-coagulant des MVE leur confére une activité thrombogene. Leurs
propriétés thrombogenes ont été tout d’abord mises en évidence in vitro : des MVE générées a partir
de cellules HUVEC, exprimant fortement le facteur tissulaire, réduisaient considérablement le temps
de coagulation d’un plasma normal (Abid Hussein et al., 2008). Biro et collaborateurs ont montré le
méme effet avec des MVE isolées du sang de patient ayant subi une chirurgie cardiaque pour le
placement d’un bypass cardiopulmonaire (Bird et al.,, 2003). Dans les deux études, l'activité
thrombogéne a été confirmée in vivo dans un modéle de stase veineuse chez le rat. En effet,
I'injection de ces MVE dans la veine pénienne dorsale entrainait la génération de thrombine et la
formation d’un thrombus localisé dans la veine cave inferieure (Bird et al., 2003 ; Abid Hussein et al.,
2008).

Les MVE participent également a I'agrégation plaquettaire grace au facteur Von Willebrand qu’elles
expriment a leur surface. Une étude a méme montré que les agrégats plaquettaires ainsi formés
étaient plus stables que ceux formés par le facteur seul (Jy et al., 2005). Les MVE apparaissent donc
comme de véritables entités pouvant contribuer au risque de thrombose.

Paradoxalement, des études montrent que les MVE peuvent exprimer des récepteurs a la protéine C,
la thrombomoduline ou encore l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire, ce qui peut leur conférer
une activité anticoagulante (Lacroix et Dignat-George, 2012). De plus, les MVE expriment les
activateurs du plasminogéne tels que le t-PA ou I'uPA et peuvent donc fixer le plasminogene et le
transformer en plasmine ce qui leur permet d’exercer une activité fibrinolytique (Lacroix et al., 2012 ;
Lacroix et Dignat-George, 2012).

Ces différentes données de la littérature s’accordent a confirmer que les MVE participent activement
au maintien de I'homéostasie vasculaire, mais cet équilibre peut trés vite étre perturbé, notamment

au cours de situations pathologiques.

C) MVE et réactivité vasculaire

Plusieurs études ont montré que les MVE pouvaient interagir avec I'endothélium vasculaire. Cette
interaction se traduit souvent par une dysfonction endothéliale dont les MVE peuvent étre la
conséquence mais également la cause. Des taux élevés de MVE sont d’ailleurs retrouvés chez les
patients atteints de pathologies affectant la fonction endothéliale telles que les insuffisants rénaux
ou coronariens, les hypertendus ou encore les diabétiques (Amabile et al., 2005 ; Koga et al., 2005 ;
Werner et al., 2006 ; Esposito et al., 2007). Par ailleurs, Il a été montré que les MVE (VE-Cadhérine”)

étaient inversement corrélées a I'amplitude de dilation induite par le flux sanguin dans I'artere
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branchiale chez les patients insuffisant rénaux, coronariens ou diabétiques (Boulanger et al., 2008).
Cette corrélation serait indépendante de I'dge des patients ou de leur pression artérielle. Ceci
suggére que chez ces patients qui présentent des taux élevés de MVE, leurs artéres sont moins
capables de s’adapter a une variation du débit sanguin. De méme il a été montré une corrélation des
taux de MVE et de la rigidité artérielle chez les patients hémodialysés ou hyper-cholestérolémiques
(Amabile et al., 2005 ; Boulanger et al., 2008).

Par ailleurs des études ont soulignés le réle du NO dans les effets des MVE sur le tonus vasculaire. En
effet, le NO a des propriétés vasodilatatrices, antiplaquettaires et cytoprotectrices qui permettent la
régulation de la fonction endothéliale (Boulanger et al., 2001). Il a été montré in vitro que
I'incubation d’artéres isolées avec des MVE provenant de plasma de patients présentant un
syndrome coronarien, une insuffisance rénale terminale ou une pré-éclampsie entraine une
diminution de la production de NO, alors qu’aucun effet n’a été observé avec les MVE issues du
plasma de volontaires sains (Boulanger et al., 2001 ; Amabile et al., 2005).

D’autre part, les MVE contribuent a la production d’anions superoxyde O% par les cellules
endothéliales. Ces anions entrainent un découplage de la NO synthase endothéliale et provoquent la
transformation du NO en peroxynitrites, ce qui diminue sa disponibilité au niveau endothélial
(Brodsky et al., 2004). Cet effet a été observé sur des anneaux d’aortes isolées de rat et exposés a
des MVE. De plus, ces aortes perdaient rapidement la capacité de vasorelaxation induite par
I"acétylcholine.

Ainsi I'augmentation du stress oxydant et la diminution du NO endothélial induits par les MVE
limitent les propriétés vasculoprotectrices et anti-athérogene de I’endothélium et favorisent

I'augmentation de la rigidité artérielle (voir pour revue Boulanger et al., 2008 ; Meziani et al., 2008).

D) MVE et angiogenése

Les MV jouent également un role dans la régulation de I'angiogeneése. Il a été rapporté que les MV
plaquettaires stimuleraient I'angiogeneése tandis que les MV d’origine endothéliale et lymphocytaire
pourraient aussi bien stimuler ce processus que l'inhiber.

Dans un modele d’ischémie de la patte chez la souris, Leroyer et collaborateurs ont montré que les
MV majoritairement d’origine endothéliale pouvaient exercer un role pro-angiogénique en
augmentant la revascularisation du tissu ischémié (Leroyer et al., 2009). De plus, il a été montré in
vitro que les MVE sont capables d‘induire la différenciation des progéniteurs endothéliaux en cellules

endothéliales (Leroyer et al., 2009). Deregibus et collaborateurs ont décrit un processus de transfert
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d’ARNm des MV vers les cellules endothéliales, processus permettant I'activation des mécanismes
d’angiogenése (Deregibus et al., 2007).

Ces propriétés angiogéniques peuvent également étre expliquées par I'expression a la surface des
MVE de facteurs protéolytiques tels que la plasmine, les MMP-2 et 9 ainsi que la MT1-MMP
(membrane-type 1 MMP). La plasmine par exemple active les métalloprotéinases de la matrice qui,
en dégradant la matrice extracellulaire, favorisent la migration des cellules endothéliales et Ia
formation de nouvelles structures vasculaires (Taraboletti et al., 2002 ; Lacroix et al., 2007).

A c6té de cet effet pro-angiogénique, il a été rapporté que les MVE exerceraient des effets anti-
angiogéniques principalement via le stress oxydant par I'augmentation de la libération d’espéces
réactives de I'oxygene (ERO). Dans une étude in vitro il a en effet été montré que les fortes
concentrations en MVE augmentaient la production de ROS et diminuaient la formation de nouveaux

capillaires (Mezentsev et al., 2005).

Microvésicules, systéme nerveux central (SNC) et AVC

Microvésicules et SNC

La libération de MV est décrite aujourd’hui non seulement comme un processus physiologique
observé chez les individus sains mais également comme un processus délétére observé au cours de
certaines pathologies, notamment des pathologies d’ordre neurovasculaire. Ainsi, il a été rapporté
une augmentation des MV dans le sang et/ou le LCR au cours de la sclérose en plaque, de I'ischémie
cérébrale et de la maladie d’Alzheimer (voir pour revue Horstman et al., 2007 et 2009 ; Doeuvre et
al., 2009).

Il est aujourd’hui bien établi que les différents types cellulaires de I'unité neurovasculaire sont
capables de libérer des MV : les neurones, les microglies, les oligodendrocytes, les cellules
endothéliales, les astrocytes, mais aussi les cellules souches embryonnaires neuronales. Au niveau
cérébral, les MV joueraient un role bénéfique dans le développement, I'activité synaptique et la
réparation neuronale (Lai et Breakefield, 2012). En effet, des taux élevés de MV sont retrouvés dans
le liquide céphalorachidien au cours du développement cérébral. Ces MV auraient pour origine les
cellules souches neuronales. Elles exprimeraient des antigenes tels que la prominin-1 (CD133) qui
participerait a la communication intercellulaire au cours de la différenciation de ces cellules souches
(Marzesco, 2013). D’autres études rapportent que les MV peuvent transférer des ARN messagers et

des microARN codants pour des facteurs de transcription pluripotents qui modifieraient le
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phénotype cellulaire et contribueraient a la régulation des processus neuronaux (Ratajczak et al.,
2006a et 2006b). Ces MV transféreraient également au niveau neuronal des enzymes telles que la 3-
galactosidase de la plaque du plancher (Floor Plate) au niveau du tube neural vers les axones au
cours du développement (Campell et Peterson, 1993). De plus, Bakhti et collaborateurs ont montré
que les MV libérées par les oligodendrocytes régulaient la myélinisation au cours de la maturation
neuronale (Bakhti et al., 2011).

Ma these portant sur les atteintes endothéliales aux cours de I'ischémie cérébrale, je me suis plus

particulierement intéressée aux microvésicules d'origine endothéliale au cours de cette pathologie.

Microvésicules endothéliales et AVC

Etudes expérimentales

Dans la littérature, trés peu d’études concernant le réle des MVE dans des modeéles d’ischémie
cérébrale ont été réalisées.

Récemment, I'équipe de Shock et collaborateurs ont mis en évidence dans un modele d’ischémie
cérébrale permanente par ligature de I'artére carotide commune chez le rat une augmentation de la
libération pdes MV (AnnV+) et plus particulierement des MV d’origine endothéliale (VE-cadhérine+)
dans le plasma 72 heures apreés I'ischémie (Schock et al., 2014).

Dans une autre étude réalisée par la méme équipe, l'incubation de ces MVE, isolées du sang des rats
ischémiés, avec des cultures primaires de cellules endothéliales cérébrales de rat entraine une
activation de l'apoptose et une augmentation de la perméabilité évaluée par une mesure de la
résistance électrique trans-endothéliale (Edrissi et al., 2016). L'augmentation de la perméabilité
impliquerait les caspase-3, le TNF et la voie des ROCK II.

Dans une autre étude, des MVE ont été isolées des surnageants de culture de cellules endothéliales
soumises a des conditions OGD (Oxygen Glucose deprivation) qui miment in vitro les conditions
d’ischémie cérébrale (Pan et al., 2016). Ces MVE ont ensuite été incubées avec un modele in vitro de
barriere hémato-encéphalique (BHE), ce qui entrainait une augmentation de la perméabilité et une
diminution de I'expression des protéines de jonction ZO-1 (Zonula-Occludens) et claudine-5. Cet effet
a été confirmé in vivo par l'injection de ces MVE chez les souris ischémiées. Les résultats montraient
que les MVE libérées dans les condition OGD augmentaient non seulement la perméabilité de la BHE
évaluée par I'extravasation du Bleu Evans mais aggravait également le volume lésion et le déficit

neurologique (Pan et al., 2016).
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Au vu de ces études, une meilleure caractérisation des MVE dans les modeéles d’ischémie cérébrale
serait intéressante. Leur profil de sécrétion ainsi que leur réle nécessitent plus d’investigation dans
ces modeles. D’autant plus que plusieurs études cliniques chez les patients victimes d‘AVC ont mis en

évidence des corrélations entre les taux circulant de MVE et la gravité des symptémes observés.

Etudes cliniques

En clinique, les études qui se sont intéressées aux microvésicules a la suite des accidents vasculaires
cérébraux se sont surtout focalisées sur les MV d’origine plaquettaire et endothéliale (tableau 2).

C’est tout d’abord I'équipe de Ahn et collaborateurs qui a montré en cytométrie de flux que les
microvésicules d’origine plaquettaire positives au marquage CD42 (GPlb) étaient augmentées dans le
sang des patients victimes d’AVC a 10 jours (Lee et al., 1993). Toutefois cette étude n’a pas pu mettre
en évidence de corrélation entre ces taux et le volume de la |ésion ni la sévérité des signes cliniques.
Ce résultat a ensuite été corroboré par deux études dans lesquelles les MV plaquettaires ont été
détectées dans le sang grace a un marquage CD61 (GPIlla) et CD62P (P-sélectine) (Cherian et al.,
2003 ; Pawelczyk at al., 2009). Les MV plaquettaires étaient augmentées a 7 jours post-ischémie et

jusqu’a 6 mois (Cherian et al., 2003).

En ce qui concerne les MV d’origine endothéliale, en 2006, Simak et collaborateurs ont mis en
évidence par cytométrie en flux une augmentation des MVE dans le sang des patients 37 heures
apres la survenue d’'un AVC ischémique (Simak et al., 2006). Les patients étaient répartis dans
différents groupes en fonction de la sévérité des signes cliniques évalués par I'échelle NIHSS
(National Institute of Health and Stroke Scale). Le dosage en cytométrie a permis également de
préciser leurs phénotypes. Tous les groupes présentaient des MVE positives au marquage des
phosphatidylsérines (PS*). Dans le groupe de patients présentant un AVC modéré a sévére, trois
phénotypes étaient augmentés : MVE Endogline positives (MVE E’) ; MVE VE-cadhérine positives
(C*) ; MVE ICAM-1 positives (MVE | *). De plus, ces trois phénotypes (PS; E” et I') étaient corrélés au
volume de Iésion et deux d’entre eux (E" et C*) étaient corrélés aux symptémes cliniques évalués avec
I'index de Barthel et le score de Rankin.

En 2007, dans une autre étude, il a été mis en évidence une augmentation des MVE phénotypées
PECAM-1 positives (Platelet/Endothelial cell adhesion molecule-1, CD31") et E-Sélectine positives

(CD62E") dans le sang de patients victimes d’AVC ischémique ou qui en présentaient tous les signes
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sans lésion apparente (Williams et al., 2007). Dans cette étude, il a été montré grace au calcul du
ratio PECAM-1/E-Sélectine que ces MVE étaient libérées par les cellules activées (qui expriment
majoritairement la E-sélectine) et non pas par les cellules en apoptose (qui expriment
majoritairement PECAM-1, voir paragraphe 1.1.D).

L’augmentation des MVE PECAM-1°, E-Sélectine” et VE-cadherine® chez les patients victimes d’AVC
ischémique a été confirmé dans d’autres études (Jung et al., 2009 ; Li et Qin, 2015). Ces taux élevés
corrélaient encore une fois avec le volume de Iésion et la sévérité des signes cliniques. Ce résultat a
également été observé chez les patients a risque de développer un accident ischémique mais
également chez les patients présentant des hémorragies subarachnoidiennes a risque de développer
un vasospasme cérébral et par conséquent un AVC (Jung et al., 2009 ; Lackner., et al 2010). Jung et
collaborateurs ont de plus montré que les taux de MVE étaient inversement corrélés avec le délai
d’apparition d’un AVC ischémique.

Récemment, Chiva-Blanch et collaborateurs ont montré une augmentation des MV d’origine
endothéliale, plaquettaire et leucocytaire chez les patients victimes d’AVC ischémique a 48 heures, 7
jours et 90 jours (Chiva-Blanch et al., 2016). Une corrélation intéressante entre I'étiologie de 'AVC et
les phénotypes microvésiculaires a été mise en évidence. Ainsi les patients qui présentaient une
occlusion des grosses arteres présentaient des taux sanguins élevés de MV plaquettaires et
leucocytaires. Toutefois, pour les autres étiologies (occlusion de petits vaisseaux, embolie cardiaque),
aucune autre corrélation n’a été mise en évidence. Paradoxalement dans une autre étude il a été
montré que les MV d’origine plaquettaire étaient plus élevées chez les patients qui présentaient une
ischémie des petits vaisseaux (infarctus subcortical < 1,5 cm de diameétre, infarctus lacunaire,
accident ischémique transitoire) par rapport a ceux qui présentaient une ischémie des gros vaisseaux
(infarctus subcortical > 1,5 cm) (Lee et al., 1993). Enfin, dans deux autres études, aucune corrélation
n’a été retrouvée entre le taux de MV plaquettaires ou endothéliales et I'étiologie de I'ischémie

cérébrale (Cherian et al., 2003 ; Jung et al., 2009).

Au vu des résultats de ces différentes études cliniques, les MVE peuvent étre considérées
aujourd’hui comme de bons marqueurs biologiques des AVC. Contrairement aux autres
biomarqueurs associés aux AVC (MMP-9, Protéine réactive-C, D-dimeéres...) qui peuvent étre
également le reflet d’un état inflammatoire ou d’un déséquilibre de ’"hémostase, les MVE seraient
spécifiques de lésions neurovasculaires au cours des AVC. Elles constituent non seulement une valeur
prédictive chez les patients a haut risque de développer un AVC, mais aussi une valeur pronostique

chez les patients a risque de développer des complications aprés un AVC ischémique (Simak et al.,
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2006 ; Williams et al., 2007). De plus, plusieurs études cliniques montrent une corrélation de leurs
taux avec la sévérité de I'accident ischémique (Jung et al., 2009 ; Lackner et al., 2010). Elles peuvent
avoir donc une valeur diagnostique qui permettrait d’identifier et de prendre en charge trés
rapidement les patients présentant des Iésions sévéres. Les MVE pourraient méme étre utilisées
pour stratifier les patients lors d’un traitement thrombolytique en phase aigué d’AVC et ainsi pouvoir

minimiser les effets délétéres de ce traitement.

A c6té de ce réle de biomarqueur, les MVE sont également des acteurs qui peuvent jouer un réle non
seulement en amont de I'accident ischémique mais aussi en aval par I'aggravation de processus
physiopathologiques. De ce fait, il est nécessaire de développer des approches thérapeutiques qui
pourraient soit bloquer d’une part leur production, soit inhiber leur capacité d’interaction avec les
cellules. Certains inhibiteurs de la libération des microvésicules ont été expérimentés principalement
in vitro et parmi eux, les inhibiteurs de calpaine (O’Connell et al., 2005 ; Abid Hussein et al., 2007).
Toutefois, aucun inhibiteur n’a encore été testé chez I'animal. La deuxieme approche consisterait a
diminuer linteraction cellules/MVE en bloquant leur adhésion notamment par [utilisation
d’inhibiteurs de la B3 integrine par exemple (Essayagh et al.,, 2005). D’autres inhibiteurs moins
spécifiques telles que les inhibiteurs de la P-sélectine ou d’ICAM-1 qui ont montré leur efficacité a
inhiber I'adhésion leucocytaire in vivo dans un modeéle d’ischémie cardiaque chez le rat pourraient
avoir le méme effet vis-a-vis des microvésicules (Fukushima et al., 2006). Enfin une augmentation de

la clairance de ces microvésicules pourrait constituer une stratégie intéressante.

Toutefois, il faut prendre en compte que toutes les sous-populations de microvésicules ne sont pas

déléteres et en fonction de I'état physiopathologique de I'organisme elles peuvent étre « amies » ou

« ennemies ».
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Tableau 2 : Etudes cliniques portant sur les MV a la suite d’accidents vasculaires cérébraux
CD62E : E-sélectine ; CD61 : GPllla ; CD62P : P-sélectine ; CD42 : GPlb ; CD42a : GPIX ; CD31 : PECAM-1; CD105 : endogline ;
CD41a : GPllb ; CD45 : leukocyte common antigen ou LCA ; CD144 : VE-cadhérine ; CD54 : ICAM-1 ; CD106 : VCAM-1 ;

CD146 : MCAM.
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QUATRIEME CHAPITRE : CHAPITRE HMGB1 (HIGH MOBILITY GROUP BOX1)

Au cours de l'ischémie cérébrale, ’hypoxie et la déplétion énergétique déclenchent des mécanismes
déléteres précoces, tels que le I'excitotoxicité et le stress oxydant qui vont conduire a la formation de
la Iésion tissulaire initiale. Ces mécanismes sont suivis de processus secondaires et notamment d’une
réaction inflammatoire qui s’accompagne d’une atteinte de I'unité neurovasculaire et en
conséquence d’une rupture de la barriere hématoencéphalique (BHE). L'ensemble de ces
mécanismes conduit a une mort cellulaire massive. Aussi, afin d‘éliminer les nombreuses cellules
mortes, des systemes de clairance phagocytaire vont rapidement étre activés. Cependant, avant
gu’elles ne soient complétement éliminées, les cellules génerent « un signal d’alarme » qui active les
cellules adjacentes, immunitaires ou non. Ce signal d’alarme participe notamment au recrutement de
cellules de l'inflammation au niveau du site de la Iésion et promeut également la migration et la
division cellulaire afin de remplacer les cellules mortes. Il est également généré par les cellules de
I'inflammation elles-mémes, ce qui permet d’amplifier le processus inflammatoire mis en place. Ces
signaux d’alarme mettent en jeu des médiateurs appelés « alarmines » ou DAMPs (Damage

Associated Molecular Patterns) dont le chef de fil est la protéine HMGB1 (High Mobility Group Box1).

Au cours de ma thése, j‘ai recherché si la protéine HMGB1, considérée comme un marqueur de
I'inflammation au cours I'ischémie, pouvait étre impliquée dans la toxicité endothéliale du rt-PA in
vivo et in vitro. Pour se faire, j‘ai étudié I'effet du rt-PA sur la protéine HMGB1 in vivo dans des
modeles d’ischémie cérébrale chez la souris et in vitro sur des cultures de cellules endothéliales. J'ai
également recherché s'il existait une relation entre HMGB1 et I’enzyme PARP afin de mettre en

évidence l'existence d’une cascade rt-PA-PARP-HMGB1.

Afin de mieux comprendre notre choix d’étudier la protéine HMGB1, quelques rappels
bibliographiques sont nécessaires. Une premiére partie introductive comprend des rappels sur la
structure, les modifications post-traductionnelles et la localisation cellulaire de HMGB1. Une
deuxiéme partie porte sur le réle biologique de la protéine et sur les différents récepteurs cellulaires
impliqués. La troisieme rassemble les données bibliographiques concernant HMGB1 au cours de

I'ischémie cérébrale.

54



I. HMGBL1 : structure et localisation

HMGB1 (High Mobility Group Box 1) appartient a la famille des protéines HMG qui constitue le
principal groupe de protéines non histones associées a la chromatine. Cette superfamille comprend
les protéines HMGB (High Mobility Group Box, anciennement HMG1 et 2), HMGN (High Mobility
Group Nucleosome-binding, anciennement HMG 14, 17) et HMGA (High Mobility Group Box A,
anciennement HMG |, (Bustin, 2001). Elles ont été initialement découvertes par H.M Goodwin et
identifiées comme des composants majeurs de la chromatine présentant une forte mobilité sur gel
électrophorétique (Goodwin et al., 1973). Seules les protéines de la sous-famille HMGB sont décrites
comme des cytokines (Kang et al., 2014). Cette sous-famille contient entre autres les protéines

HMGB1, 2,3 et4:

+ HMGB1 est ubiquitaire, elle est exprimée a un niveau particulierement élevé au
niveau cellulaire (10° millions/cellule).

4+ HMGB?2 est limitée aux tissus lymphoide et testiculaire chez les animaux adultes.

4+ HMGBS3 est restreinte aux cellules souches hématopoiétiques et embryonnaires.

4+ HMGB4, dont la découverte est plus récente, est exprimée majoritairement par les
cellules germinales au niveau testiculaire et tres faiblement au niveau du cerveau et
des autres tissus (Catena et al., 2009).

HMGB1, 2 et 3 présentent plus 80% de similitude au niveau de leur séquence en acides aminés.
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1. Structure
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Figure 14 : Structure de la protéine HMGB1 (adaptée d’aprés Kang et al., 2014)
A) HMGB1 présente deux domaines de liaison a I’ADN (boite A et B) et une extrémité C-terminale acide, (B) Structure
secondaire hélicoidale des boites A et B, (C) Pont disulfure entre les cystéines 23 et 45 situées sur la boite A.

HMGB1 est une protéine formée de 215 acides aminés (aa). Sa structure s’organise autour de trois
principaux domaines : deux domaines de liaison a ’ADN (boites HMG A, 1-79 aa et HMG B, 89-162
aa), et une extrémité C-terminale constituée d’acides aminés acidique (boite C, 186-215 aa) (figure
14A, Bianchi et al., 1992). Les deux boites HMG A et B forment trois hélices alpha en conformation
« L » (figure 14B, Read et al., 1993 ; Weir et al., 1993). HMGB1 présente également deux domaines
de localisation nucléaire appelés NLS (Nuclear Localisation Signals: NLS1, 28-44 aa et NLS2, 179-
185aa) qui contrdlent la translocation de la protéine (figure 14A). Le domaine NLS1 contient 4 résidus
lysine et le domaine NL2, 5 résidus. L'acétylation de ces résidus lysine contrélerait la sécrétion de
HMGB1 (Bonaldi et al, 2003). L’extrémité C—terminale participe au réarrangement spatial des boites
HMG A et B et régule la liaison a I’ADN (Wang et al., 2007b).

HMGB1 s’associe de facon tres labile a 'ADN de forme B et manifeste une affinité plus importante
pour des structures courbes de I’ADN (hémicaténanes, ADN cruciforme). HMGB1 contient également
des résidus cystéine en position 23, 45 et 106 sensibles aux réactions d’oxydo-réduction. La
formation d’un pont disulfure entre les cystéines 23 et 45 (figure 14C), contrélerait son activité

inflammatoire (Yang et al., 2013).
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Hormis ’ADN, HMGB1 peut lier un certain nombre de protéines et ces interactions sont importantes
pour son activité et sa fonction. Les résidus d’acides aminés 150-183 sont responsables de la liaison
avec le récepteur RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts) impliqué dans la migration
cellulaire et I'inflammation (Huttunen et al., 2002), alors que les résidus 89-108 et les résidus 7 a 74
sont responsables de la liaison aux domaines trans-activants TLR4 (Toll like receptor 4) et p53
impliqués respectivement dans l'inflammation et la transcription de genes. Ces effets induits par la

liaison de HMGB1 a ces récepteurs sont développés plus en détails dans le paragraphe 11.2.

Récemment, il a été suggéré que la boite B exercerait une activité pro-inflammatoire et la boite A
une activité anti-inflammatoire (Li et al., 2003). L’activité anti-inflammatoire de la boite A serait
augmentée lorsqu’elle fusionne avec I'extrémité C-terminale. De plus, Gong et collaborateurs ont
montré que les résidus d’acides aminés 201-205 de I'extrémité C-terminale étaient responsables
d’une activité antibactérienne de HMGB1 (Gong et al 2009). Cette région exercerait une activité
protectrice des boites A et B au cours de la translocation de HMGB1 vers le cytoplasme cellulaire. Elle
régulerait également la liaison de HMGB1 a I’ADN par interaction d’une part avec les résidus cystéine
situés dans les domaines de liaison a I’ADN (Stros, 1998 ; Wang et al., 2007b), et d‘autre part avec les
résidus lysine des histones H1 et H3 (Sheflin et al., 1993 ; Ueda et al., 2004 ; Cato et al., 2008 ;
Kawase et al., 2008). Par ailleurs, il a été montré que la suppression de I'extrémité C terminale de la
protéine diminuait son affinité pour I’ADN, et que la surexpression d’'une forme de HMGB1
dépourvue de son extrémité C-terminale inhiberait I'expression de certains genes (Aizawa et al.,

1994 ; Stros et al., 1994).

2. Localisation cellulaire, sécrétion et libération de HMGB1

A) Localisations cellulaires de HMGB1

a. Au niveau nucléaire

La protéine HMGB1 est non seulement un composant architectural de la chromatine, mais elle joue
également un role en tant que chaperon de I’ADN grace a sa capacité de liaison et de remodelage de
I’ADN. Elle participe au maintien de I'architecture et de la stabilité de la chromatine, a I'assemblage
des unités du nucléosome ainsi qu’a la réplication de I’ADN (Mathew et al., 1979 ; Bonne-Andrea et

al., 1984a, b). De plus, HMGB1 interagit avec les histones H1 et H5, ce qui modifie I'accessibilité
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et/ou la topologie de certaines régions de I’ADN. HMGB1 participe a la transcription de génes par
interaction avec des facteurs de transcription tels que p53 ou NF-kB, mais aussi avec les récepteurs
nucléaires aux stéroides. Elle intervient également dans les processus de recombinaison et
réparation de I’ADN. Toutes ces propriétés nucléaires soulignent le role essentiel de HMGB1 dans le
fonctionnement cellulaire (voir pour revue Kang et al., 2014). Les souris KO (knock-out) HMGB1 ne
sont d’ailleurs pas viables et meurent assez rapidement apres la naissance d’'une hypoglycémie et

d'un déficit énergétique sévere (Calogero et al., 1999).

b. Au niveau cytoplasmique

Dans les conditions physiologiques, HMGB1 est synthétisée dans le cytoplasme puis transloquée
dans le noyau ou elle se fixe a ’ADN afin d’exercer ses fonctions nucléaires (que nous venons de
décrire). Une localisation de HMGB1 au niveau du cytoplasme des cellules a I'état quiescent est
toutefois retrouvée au niveau du tissu cérébral et hépatique, le ratio nucléo-cytoplasmique étant de
30 :1 (Kuehl et al., 1984).

Dans des conditions de stress ou d'activation cellulaire, HMGB1 est transloquée du noyau vers le
cytoplasme. Cette translocation se déroule suite a des modifications post-traductionnelles telles que
I'acétylation qui est une des réactions les plus courantes (Bonaldi et al., 2003). Néanmoins, d’autres
modifications telles que la phosphorylation, la poly(ADP-ribosyl)ation, I'oxydation peuvent survenir

(voir paragraphe 1.3).

Le role de HMGB1 au niveau cytoplasmique n’est pas encore complétement élucidé. Des études
rapportent que la protéine interviendrait dans la régulation du processus d’autophagie. En effet,
Tang et collaborateurs ont montré in vitro sur des fibroblastes murins et des cellules pancréatiques
humaines d’une part que la stimulation de I'autophagie entrainait une translocation cytoplasmique
de HMGBL1 et d‘autre part que les fibroblastes HMGB1” étaient dépourvus d‘activité autophagique
(Tang et al., 2010). La régulation de I'autophagie par HMGB1 dépendrait de son interaction avec le
complexe Beclin1/Bcl-2 impliqué dans le processus d‘autophagie. Dans une autre étude, des analyses
en spectrométrie de masse ont montré que HMGB1 pourrait avoir un role dans les voies de
sécrétions cellulaires non conventionnelles n’impliquant pas le réticulum endoplasmique et I'appareil
de Golgi (Lee et al., 2010a). Cette étude montrait en outre que HMGB1 était surexprimée et co-

localisée au niveau des protéines des lysosomes dans les cellules cancéreuses du colon, du foie et de
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I’estomac. Ces protéines incluent I'annexine A2, la myosine IC isoforme a, la myosine-9 et la protéine

Rab-10, toutes impliquées dans la translocation et la sécrétion protéique.

c. Au niveau membranaire

HMGB1 est présente a la surface membranaire de certaines cellules telles que les neuroblastes
murins et humains. Elle jouerait un role dans la croissance des neurites mais également dans la
génération de la plasmine a la surface des cellules, ce qui favoriserait I'adhésion et l'invasion
cellulaire (Merenmies et al., 1991. Parkkinen et Rauvala. 1991). Il a également été montré que
HMGB1 s‘accumulait a la surface des cellules MEL (Murine Erythroleukemia cells) en différenciation
(Passalacqua et al., 1997). HMGB1 est également présente a la surface de contact entre les
macrophages et les érythroblastes au cours de la prolifération et de la maturation des cellules
erythroides induite par les macrophages (Hanspal and Hanspal. 1994). Les précurseurs dendritiques
myéloides expriment a leur surface HMGB1 qui serait impliquée dans la réponse immunitaire au
cours de l'inflammation (Ciucci et al., 2011). Enfin, il a également été montré que HMGB1 était

externalisée a la surface des plaquettes activées (Rouhiainen et al., 2000).

B) Meécanismes de sécrétion et de libération de HMGB1

Comme nous venons de le décrire, la protéine HMGB1 est majoritairement localisée a l'intérieur de
la cellule, en particulier au niveau du noyau. Cependant au cours de certaines situations
pathologiques, HMGB1 peut étre libérée dans le milieu extracellulaire. Au cours de I'inflammation,
au niveau des cellules immunitaires telles que les macrophages, les monocytes, les cellules
dendritiques, les neutrophiles ou les cellules NK (natural killer), HMGB1 est transloquée du noyau
vers le cytoplasme puis sécrétée dans le milieu extracellulaire par un mécanisme de sécrétion active.
Dans tous les types cellulaires, au cours de la nécrose ou suite a une lésion cellulaire, HMGB1 peut
étre secrétée par un mécanisme de sécrétion passive (figure 15).

Une fois secrétée dans le milieu extracellulaire, HMGB1 exerce de multiples activités. Elle est
notamment impliquée dans les processus tels que l'inflammation, I'immunité, la migration,
I'invasion, la prolifération et la différenciation cellulaires mais aussi dans la régénération tissulaire et

la défense antimicrobienne (voir pour revue Kang et al., 2014).
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Figure 15 : Mécanismes de sécrétion et de libération de HMGB1
(adaptée d’aprés Yang et al., 2005)
RAGE = Receptor for Advanced Glycation End Product ; TLR = Toll Like Receptor.

a. Sécrétion active

La protéine HMGB1 peut étre secrétée via un mécanisme actif par les différentes cellules
immunitaires : macrophages, monocytes (Gardella et al., 2002 ; Bonaldi et al., 2003 ; Tang et al.,
2007a), neutrophiles (Ito et al., 2007), cellules dendritiques et cellules NK (Natural Killer) (Semino et
al., 2005 ; Gougeon et Bras 2011 ;), ainsi que par les fibroblastes (Davis et al., 2012) et les cellules
endothéliales (Mullins et al., 2004 ; Bae et Rezaie, 2011 ; Kim et al., 2015). Différents stimuli peuvent
étre a 'origine de ce mécanisme : LPS, LPC (lysophosphatidylcholine), TNF, INF-a, B ou y, peroxyde
d’hydrogene, monoxyde d’azote, peroxynitrites ainsi que I’hyperlipidémie et I'hyperglycémie (Wang,
1999 ; Gardella et al., 2002 ; Jiang et Pisetsky 2006 ; Tang et al., 2007a ; Haraba et al., 2011 ; Kim et
al., 2011a; Loukili et al., 2011 ; Tamura et al., 2011 ; Lu et al.,2014).

La sécrétion active de la protéine HMGB1 n’implique pas la voie classique endoplasmique mettant en
jeu le réticulum-endoplasmique et l'appareil de Golgi. Elle serait, en effet, dépendante de
I'acétylation des deux groupes de résidus lysine présents dans les segments 27-43 et 178-184
d’acides aminés. Ces segments sont localisés dans les domaines de localisation nucléaire a I’ADN

(NLS1 et NLS2). Ainsi I’hyperacétylation entrainerait I'accumulation de la protéine HMGB1 dans le
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cytoplasme soit par un blocage de son transport vers le noyau aprés sa synthése, soit par activation
de sa translocation du noyau vers le cytoplasme (Bonaldi et al., 2003).

Hormis l'acétylation, d’autres réactions telles que la phosphorylation, la poly(ADP-ribosyl)ation,
I’oxydation ainsi que la méthylation peuvent également étre a I'origine de la translocation et de la
sécrétion de HMGB1 par un mécanisme actif (Tang et al., 2007a; Ito et al., 2007 ; Oh et al., 2009 ;

Davis et al., 2012 ; Walko et al., 2015, voir paragraphe 1.2).

En ce qui concerne les mécanismes de sécrétion active de la protéine HMGB1, Gardella et
collaborateurs ont suggéré I'implication des lysosomes (Gardella et al., 2002). En effet, ils ont montré
gue HMGB1 accumulée dans le cytoplasme est séquestrée dans des vésicules lysosomales dont la
sécrétion est dépendante du calcium. L’activation par le LPS ou le LPC induit la sécrétion de HMGB1
dans le milieu extracellulaire (Gardella et al., 2002). Cette hypothése est appuyée par d’autres études
qui montrent que GILT (Gamma Interferon Inducible Lysosomal Thiol Reductase), une enzyme
impliquée dans la réduction des liaisons protéiques disulfures ce qui favorise ainsi la dégradation des
protéines par le lysosome, participerait a la régulation de la sécrétion de HMGB1 via les vésicules
lysosomales (Lackman et al., 2007). En effet, il a été montré que les fibroblastes GILT” présentait
une augmentation du stress oxydant, une altération de la fonction mitochondriale et une

accumulation de HMGB1 au niveau cytoplasmique (Chiang and Maric, 2011).

Enfin, les voies de signalisation cellulaire impliquées dans la sécrétion active de HMGB1 ne sont pas
completement élucidées. Néanmoins certaines études montrent l'implication de la voie des
JAK/STAT (Liu et al., 2007a ; Hui et al., 2009 ; Kim et al., 2009 ; Wolfson et al., 2013), des MAPK (Zhou
et al., 2013) et de NF-kB (Wang et al., 2013, Watanabe et al., 2013a ; Yang et al., 2014a, Zhang et
Wang, 2010).

b. Libération passive

La protéine HMGB1 peut étre libérée par un mécanisme passif lors de la perte de l'intégrité
membranaire au cours de la mort cellulaire de type nécrotique, lysosomale ou autophagique (figure
16) (Scaffidi et al., 2002 ; Bell et al., 2006 ; voir revue Bianchi et Manfredi, 2004) ou bien en cas de
Iésions induites par I'hypoxie, I'irradiation, la chimiothérapie, I’hyperthermie (Fucikova et al., 2014)

ou la déprivation en glucose (Lee et al., 2011). Dans ces cellules, I'interaction de la protéine HMGB1
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avec la chromatine est faible. La protéine est alors rapidement libérée dans le milieu extracellulaire

ou elle induit diverses réponses pro-inflammatoires.

Toutefois, dans les conditions d’apoptose cellulaire, les données de la littérature sont
contradictoires. Certaines formes d’apoptose semblent permettre la libération d’HMGB1, comme
I'ont démontré plusieurs travaux récents. En effet, Bell et collaborateurs ont montré que I'induction
de I'apoptose sur des cellules Jukart (human T-cell leukemia), Hela, ou Panc-1 (lignée de cellules
épithéliales pancréatiques) par des stimuli apoptotiques tels que I'étoposide, la camptothécine, la
staurosporine (STS), le cycloheximide ou le TNF entrainait la sécrétion de HMGB1 dans le milieu
extracellulaire (Bell et al., 2006). Il a de plus été montré que HMGB1 libérée dans ces conditions
perdait sa capacité a activer les cellules cibles (Kazama et al., 2008). Cette tolérance apparente
pourrait étre expliquée par la libération d’espéces réactives de |'oxygéne (ERO) par la mitochondrie
(Kazama et al., 2008). En effet, les ERO pourraient oxyder les cystéines de la protéine HMGB1, qui
perdrait alors son pouvoir « immunostimulant ».

Paradoxalement, Scaffidi et collaborateurs ont montré que I'induction de I'apoptose par le TNF ou le
cycloheximide sur les cellules Hela n’entrainait pas de libération de HMGB1 dans le milieu
extracellulaire et que la protéine restait localisée au niveau nucléaire (Scaffidi et al., 2002). Cet effet
pourrait étre lié a une hypoacétylation de la chromatine suite a l'activité apoptotique, ce qui
entrainerait en conséquence une rétention d’HMGB1 dans le noyau. La protéine ainsi séquestrée ne
peut pas diffuser dans le milieu extracellulaire méme si les membranes sont perméables et, de ce
fait, elle ne pourra pas exercer son activité pro-inflammatoire (figure 16).

Ces différentes études montrent que la libération de HMGB1 dépend donc en partie de la forme que
revét la mort cellulaire. Ce mécanisme explique pourquoi l'apoptose est généralement silencieuse,

alors que la nécrose est un facteur d’induction de l‘inflammation.
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Figure 16 : Modifications de la localisation de HMGB1 aprés nécrose et apoptose cellulaires et
apreés activation des cellules inflammatoires (adaptée d’aprés Miiller et al., 2001)
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3. Madifications post-traductionnelles de HMGB1 : conséquences en termes de localisation et de
fonction

Comme nous l'avons déja évoqué, la protéine HMGB1 peut subir différentes modifications post-

traductionnelles qui auront notamment des conséquences sur la localisation et les fonctions

cellulaires de HMGB1. Ces modifications incluent I'acétylation, mais également la poly(ADP-

ribosyl)ation, la méthylation, la phosphorylation, la glycosylation et I'oxydation (voir pour revue Kang

et al., 2014).

A) L’acétylation

L’acétylation de la protéine HMGB1 au niveau des lysines 1 et 11 a été mise en évidence en 1979 par
Sterner et collaborateurs (Sterner et al., 1979). En 2003, Bonaldi et collaborateurs ont montré que
I'acétylation de HMGB1 au niveau des segments 27-43 et 178-184 situés sur les domaines de
localisation nucléaire NLS 1 et 2 favorisait sa sécrétion active par les monocytes (Bonaldi et al., 2003).
Dans cette méme étude, il a également été montré que l'inhibition des désacetylases, potentialisant
donc l'activité des enzymes d‘acétylation, favorisait la translocation cytoplasmique de HMGB1
(Bonaldi et al., 2003).

Par ailleurs, au cours de la mort cellulaire, I'acétylation des histones (et non pas de HMGB1)

favoriserait la libération de HMGB1 par un mécanisme passif (Scaffidi et al., 2002).
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B) La poly(ADP-ribosyl)ation

La poly(ADP-ribosyl)ation des protéines, réaction qui consiste a fixer plusieurs unités ADP-ribose sur
les protéines, est catalysée par la poly(ADP-ribose)polymérase, ou PARP, en présence de NAD". Cette
enzyme est activée lorsque surviennent des lésions de I’ADN et participe a sa réparation.

La protéine HMGB1 peut étre poly(ADP-ribosyl)ée en présence ou en absence de lésions de I’ADN
(Tanuma and Johnson, 1983 ; Tanuma et al., 1985a; 1985b; 1986). Par ailleurs, des études
montrent que la poly(ADP-ribosyl)ation de HMGB1 induit sa translocation et sa sécrétion lorsque les
cellules fibroblastiques sont activées ou nécrosées (Ditsworth et al., 2007 ; Davis et al., 2012).
D’autres études montrent que cet effet implique la potentialisation de I'activité des enzymes
d’acétylation (HAT: Histone Acetyltransferases) et une diminution de celle des enzymes de
désacétylation (HDAC 1 et 4 et Sirtuinl) par la PARP (Walko et al., 2015 ; Yang et al., 2014b). Ainsi, la
poly(ADP-ribosyl)ation favoriserait I'acétylation de HMGB1 et donc sa translocation et sa sécrétion

par les cellules.

C) La phosphorylation

La protéine HMGB1 peut étre phosphorylée par des enzymes telles que la protéine kinase C (PKC) ou
la calcium/calmoduline protéine kinase (CaMK) IV. Ceci a notamment été mis en évidence sur des
monocytes et macrophages stimulés par le LPS, et entrainait ainsi la translocation et la sécrétion de
HMGB1 (Zhang et al., 2008 ; Oh et al., 2009). Youn et Shin ont montré que la phosphorylation
s'opérait au niveau des résidus sérine 35, 39, 42, 46, 53 et 181 situés dans les deux domaines NLS1 et
2 (Youn et Shin., 2006). Cette phosphorylation entraine en outre une diminution de la liaison de
HMGBL1 a la protéine nucléaire KAP-a 1, ce qui modifie son interaction avec I’ADN et sa localisation

(Youn et Shin, 2006).

D) Les réactions d’oxydo-réduction

La protéine HMGB1 contient 3 résidus cystéine, deux cystéines en position 23 et 45 situées sur la

boite A et une cystéine en positon 106 située sur la boite B. L’activité extracellulaire de la protéine

est dépendante du statut d’oxydo-réduction de ces résidus cystéine (voir pour revue Yu et al., 2015).
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Trois formes redox de HMGB1 ont été identifiées (figure 17) : HMGB1 réduite ou oxydée sur
I‘ensemble des cystéines et HMGB1 réduite au niveau de la cystéine 106 (Cys106) comportant un
pont disulfure entre les cystéines 23 (Cys23) et 54 (Cys54).

HMGB1 réduite sur I'ensemble des groupements cystéine forme un complexe avec la chimiokine
CXCL 12 et se lie ensuite au récepteur CXCR4 ce qui induit la migration cellulaire et le recrutement de
cellules inflammatoires (Venereau et al., 2012). Par ailleurs, cette forme réduite de HMGB1 ne
déclenche pas la production de cytokines par les cellules immunitaires.

En revanche, lorsque HMGB1 est a |’état réduit au niveau de la cystéine 106 seulement (forme avec
pont disulfure), elle peut se lier au récepteur TLR4 et exercer une activité cytokine (Yang et al., 2010 ;
Venereau et al., 2012).

Enfin, quand la protéine est oxydée sur I'ensemble des résidus cystéine, elle ne présente pas
d'activité cytokine ou chimiotactique (Venereau et al., 2012). D’autres études ont cependant révélé
gque HMGB1 a I'état oxydé possede encore la capacité d'activer les neutrophiles et les cellules
endothéliales vasculaires et de déclencher une réaction inflammatoire (Davalos et al., 2013 ; Maugeri

et al., 2014).

Hormis leurs réles dans l'inflammation, les modifications redox sont cruciales pour les fonctions de
réparation de I'ADN et d'autophagie de HMGB1. La forme réduite et non pas oxydée de la protéine
présente une affinité plus forte pour les structures d'ADN déformées, mais (Park et Lippard, 2011). Il
est a noter que les mutations au niveau des cystéines 23 et/ou 45 n’affectent pas la distribution
nucléaire de HMGB1, alors que les mutations sur la cystéine 106 provoquent une délocalisation

nucléaire vers le cytosol et favorisent I'autophagie (Hoppe et al., 2006 ; Tang et al., 2010).
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Figure 17 : Différentes formes redox de la protéine HMGBI1 et les conséquences en terme de
fonction cellulaire (adaptée d’aprés Singh et al., 2016)
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E) La méthylation

Une mono-méthylation de la lysine en position 42 de la protéine HMGB1 peut étre observée dans les
neutrophiles, ce qui entraine un changement de la conformation de la boite A et une diminution de
la liaison de HMGB1 a I’ADN. HMGBL1 est alors transloquée du noyau vers le cytoplasme dans ces
neutrophiles (Ito et al., 2007). De plus, dans des cellules de carcinomes rénaux, il a été mis en
évidence une mono-méthylation de HMGB1 au niveau de la lysine 112, ce qui contribue également a
la délocalisation de HMGB1 vers le cytoplasme (Wu et al., 2013). Ainsi, HMGB1 est une cible pour les

agents de méthylation dans la chromatine (Boffa et Bolognesi, 1985).

Il. Role de HMGB1 et récepteurs impliqués

Comme nous venons de le voir, HMGB1 peut étre localisée dans différents compartiments cellulaires,
et y exercer différents rbles. Au niveau nucléaire, elle participerait au maintien de la structure de la
chromatine et a la transcription de genes, et au niveau cytoplasmique a |l‘autophagie. Par ailleurs,
une fois secrétée dans le milieu extracellulaire HMGB1 exerce de multiples activités. Elle est
notamment impliquée dans I'inflammation, I'immunité, la migration, I'invasion, la prolifération et la
différenciation cellulaires mais également dans la régénération tissulaire et la défense anti-

microbienne (figure 18) (voir pour revue Kang et al., 2014).

1. Rodles de HMGB1

A) Médiateur de I'inflammation

Ce sont les travaux menés par le groupe de K.J. Tracey qui ont démontré que les formes
extracellulaires d’'HMGB1 participent au choc septique en tant que cytokines pro-inflammatoires
(Wang, 1999). Ces effets résultent de I'activation anormalement élevée de la réponse inflammatoire,
le plus souvent liée a la libération massive de LPS dans le sang. Le LPS stimule la production de
cytokines pro-inflammatoires précoces telles que I'lL-1 et le TNF, notamment par les macrophages.
Ces médiateurs contribueraient secondairement a mettre en place une boucle d’activation autocrine
qui provoquerait I'accumulation d’autres cytokines pro-inflammatoires.

Plus tardivement, I'activité du LPS et/ou des cytokines précoces induirait la sécrétion d’HMGBI1.

Cette derniére agirait en relais des cytokines exprimées précocement, et amplifierait la réponse
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inflammatoire en induisant notamment en retour la sécrétion d’IL-1 et de TNF. La contribution
tardive de HMGB1 au choc septique a été démontrée, notamment dans des modéles expérimentaux
murins, par I'amélioration de I'état général observé aprés administration d’anticorps neutralisant la

protéine HMGB1 ou de molécules bloquant sa sécrétion, tel que I'éthyl-pyruvate (Ulloa et al., 2002).

HMGB1 joue un role central dans de nombreuses pathologies aigués ou chroniques a caractére
inflammatoire : choc septique, polyarthrite rhumatoide, pathologies d’ischémie/reperfusion,
athérosclérose, lupus érythémateux et dans certains cancers (Klune et al., 2008 ; Kang et al., 2014).
Les effets inflammatoires de HMGB1 ont été mis en évidence in vivo dans plusieurs tissus.
L'administration de la protéine HMGB1 par voie intracérébrale, intratrachéale ou intrapéritonéale
chez la souris entraine une inflammation respectivement au niveau du cerveau, des poumons, des
intestins (voir pour revue Yang et al., 2005).

D’autres études ont mis en évidence I'effet de HMGB1 dans I'inflammation. Il a été montré in vitro
qgue la protéine HMGB1 entrainait la libération de médiateurs de I'inflammation tels que TNF, IL-1 a,
IL-1RA, IL-6, IL-8, MIP-1a, MIP-1 B par les macrophages/monocytes (Andersson et al., 2000 ; He et al.,
2012), les neutrophiles (Park et al., 2004a ; Silva et al., 2007) et les cellules dendritiques (Yang et al.,

2007b) dont elle induit la maturation.

HMGB1 participe également a l‘inflammation au niveau de I'endothélium. Une étude montre que
I'incubation de HMGB1 avec des cellules HMEC (Human Micovascular Endothelial Cells) augmente
I’expression d’ICAM-1, de VCAM-1 et des récepteurs RAGE, et la sécrétion de TNF, IL-8, MCP-1, PAI-1
et de t-PA (Fiuza et al., 2003). Treutiger et collaborateurs ont observé les mémes effets sur des
cultures de cellules HUVEC (Human Umbelical Venular Endothelial Cells) et ont montré en outre que
ces effets inflammatoires impliquaient la boite B de la protéine HMGB1 (Treutiger et al., 2003). Par
ailleurs, HMGB1 participerait a la perte de l'intégrit¢ membranaire des cellules endothéliales

(Palumbo et al., 2004).

B) Migration cellulaire et réparation tissulaire

HMGB1 participe a la réorganisation du cytosquelette et stimule la migration des cellules musculaires
lisses (Degryse et., 2001). Elle entraine également la migration des cellules endothéliales, monocytes,
neutrophiles, cellules dendritiques et fibroblastes (figure 18) (voir pour revue : Barnay-Verdier et al.,

2009 ; Kang et al., 2014). Cependant HMGB1 peut également inhiber la migration cellulaire. Il a
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notamment été montré que la migration des cellules HPAECs (Human Pulmonary Artery Endothelial
Cells) induite par le VEGF était inhibée par HMGB1 (Bauer et al., 2013).

La contribution de HMGB1 a la migration, la prolifération et/ou la différenciation des cellules n’est
pas sans évoquer une implication possible de cette protéine dans le processus tumoral. De ce fait, il a
été suggéré que HMGB1 pourrait moduler la prolifération cellulaire, augmenter la survie et accroitre
le pouvoir métastatique des cellules tumorales Aussi, I'expression de la protéine HMGB1, déja
importante dans les cellules normales, serait accrue dans divers cancers et constituerait un marqueur
de mauvais pronostic (Ellerman et al., 2007)

Enfin, HMGB1 recrute et induit la prolifération et la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses et hématopoiétiques. L'ensemble de ces résultats suggére que HMGB1 pourrait
non seulement constituer un signal de Iésion tissulaire, mais également prendre une part active a la
reconstitution des tissus Iésés. A I'appui de cette hypothése, plusieurs études ont mis en évidence
une participation d’HMGB1 dans la cicatrisation et la régénération du myocarde en stimulant
notamment la prolifération et la différentiation des cellules souches myocardiques (Limana et al.,

2005 ; Straino et al., 2008 ; King et Newmark, 2012).
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Figure 18 : Réles biologiques de la protéine HMGB1 (d’aprés Barnay-Verdier et al., 2009)

68



2. Récepteurs cellulaires et voies de transduction impliquées dans les effets de HMGB1

L'activité extracellulaire de la protéine HMGB1 implique deux types de récepteurs : les récepteurs
RAGE (Receptor for Advanced Glycation End product) et les récepteurs TLR-2 et 4 (Toll Like
Receptor).

A) Le récepteur RAGE

Le récepteur RAGE appartient a la superfamille des immunoglobulines. Il a d’abord été identifié
comme un récepteur aux produits de glycation avancée ou AGEs (advanced glycation endproducts).
Les AGEs constituent un groupe hétérogene de protéines produites lors d’une réaction non
enzymatique entre les groupements ose des sucres et les groupements amine des protéines, de
I’ADN ou des lipides. Les AGEs sont des molécules qui s’accumulent dans le sang des patients
diabétiques.

RAGE est exprimé a la surface de nombreuses cellules: cellules endothéliales, neurones,
macrophages, lymphocytes, cellules dendritiques et cellules musculaires lisses, mais son niveau
d’expression est trés variable selon les cellules (voir pour revue Yang et al., 2005). En plus, il a été mis
en évidence une forte augmentation de I'expression de RAGE chez les patients souffrant de diabéte,
de maladie d’Alzheimer, d’athérosclérose ou d‘ischémie cérébrale (Rauvala et Rouhiainen, 2007 ;
Zhai et al., 2008).

Le domaine d’interaction d’HMGB1 avec RAGE est localisé au niveau de la boite B. Cette interaction
induit au moins deux voies de transduction majeures : (1) la premiéere implique Cdc42 et Rac, des
triphosphatases a guanosine qui régulent la motilité cellulaire et la croissance neuronale ; (2) la
seconde active Ras et les mitogen-activated protein kinases (MAPK) et conduit a I'activation de NF-kB

(Huttunen et al., 1999) (figure 19).

B) Lesrécepteurs TLR-2 et4

Les récepteurs TLRs appartiennent a la grande famille des PRRs (Pattern Recognition Receptors). Ce
sont des protéines transmembranaires possédant un domaine extracellulaire riche en leucine. Les
récepteurs TLRs sont impliqués dans la reconnaissance de composants microbiens et dans la
morphogeneése. La voie de signalisation des TLRs aboutit a I'activation de NF-kB, qui est impliquée
dans de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, I'apoptose ou la réponse
inflammatoire. HMGB1 interagit avec TLR-2 et 4 et ces interactions seraient particulierement

importantes dans I'activation des leucocytes (Park et al., 2004a).
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Figure 19 : Voies de transduction du signal induites par HMGB1 apreés fixation aux recepteurs RAGE

et TLR-4 (d’apreés Huttunen et al., 1999 et Barnay-Verdier et al., 2009)
RAGE= Receptor for Advanced Glycation Endproducts; TLR = Toll Like Receptor; My D88 = myeloid differentiation primary-
response protein 88 ; ERK 1/2 = Extracellular signal-regulated kinases 1/2 ; MAPK= Mitogen-activated protein kinases ;
Cdc42 = Cell division control protein 42 homolog ; IRAK= Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase.

Ill. HMGB1 et ischémie cérébrale

Au cours de l'ischémie cérébrale, I'activité inflammatoire participe a I'extension de la Iésion initiale.
Le processus inflammatoire implique Iactivation de la microglie et des macrophages. Ce
microenvironnement inflammatoire riche en cytokines et chimiokines induit notamment une
augmentation de I'expression de molécules d’adhérence par les cellules endothéliales et favorise le

recrutement de leucocytes circulants puis leur infiltration dans le parenchyme cérébral.
Au cours de ma these, j'ai recherché si HMGB1 était impliquée dans la toxicité vasculaire du rt-PA

apres une ischémie. Quelques rappels bibliographiques sur le profil et le role de cette protéine au

cours de I'ischémie sont donc nécessaires.
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1. HMGB1 au cours de l'ischémie cérébrale

A) Expression et sécrétion post-ischémiques de HMGB1

Dans le cerveau, HMGB1 est exprimée par différentes cellules : neurones, microglie, astrocytes,

oligodendrocytes et cellules endothéliales (Faraco et al., 2007 ; Qiu et al., 2008).

A la suite de I'ischémie, des études montrent que I'expression de HMGB1 évaluée par Western Blot
diminue considérablement dans le cerveau 12 heures aprés I'ischémie et revient a son taux basal 3
jours apres (Kim et al., 2006, 2008 ; Gong et al., 2014). A I'inverse, I’étude de Wang et collaborateurs
est la seule a avoir montré une augmentation de I'expression de HMGB1 évaluée par Western Blot
dans le parenchyme cérébral 24 heures aprés |'ischémie (Wang et al., 2010). Cependant, les ARN
messagers restent inchangés. D’un point de vue immunohistologique, les études montrent dans les
heures qui suivent I'ischémie, une perte du marquage de HMGB1 dans le coeur de la zone ischémiée,
plus progressive dans la zone de pénombre, surtout au niveau neuronal (Faraco et al., 2007 ; Liu et
al., 2007b ; Qiu et al., 2008). Cette diminution de I'expression de HMGB1 dans le cerveau est associée
a une augmentation de sa concentration dans le LCR et le sang. Cette augmentation est observée dés
3 heures et persiste plusieurs jours : 7 jours pour le LCR et jusqu’a 10 jours pour le plasma (Kim et al.,
2006, 2008 ; Muhammad et al., 2008 ; Zhang et al., 2011 ; Shin et al., 2014 ; Gong et al., 2014). La
sécrétion de HMGB1 dans ces deux milieux biologiques peut avoir diverses origines cellulaires. Le
tableau 3 regroupe les différentes sources cellulaires et tissulaire possibles de HMGB1 aprés une

ischémie expérimentale.
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Tableau 3 : Les différentes sources de HMGB1 au cours de I'ischémie cérébrale

- Neurones
- Astrocytes Faraco et al., 2007
(Nécrosés)

- Neurones Muhammad et al., 2008

- Tissu cérébral Zhang et al., 2011

B) Mécanismes de sécrétion de HMGB1 au cours de l'ischémie cérébrale

a. Au cours de la phase aigué d’ischémie
Au cours de la phase aigué de lI'ischémie, une importante nécrose cellulaire est observée dans la

zone de lésion, la protéine HMGB1 est alors principalement libérée par un mécanisme passif (figure

20). Cette libération se produit précocement aprées le début de I'ischémie. Par conséquent le taux de
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la protéine augmente trés vite dans les liquides biologiques tels que le sang et le LCR (voir
paragraphe Ill.1.A).

De plus, il a été montré que HMGB1 retrouvée dans le LCR est hypoacethylée donc probablement
libérée dans le milieu extracellulaire par un mécanisme de libération passive (Kim et al., 2006). Ce
résultat a récemment été confirmé par I'équipe de Liesz et collaborateurs. lls ont montré aprés une
analyse en spectrophotométrie de masse de tissus cérébraux et de sérum des souris quelques heures
apres l'ischémie que HMGB1 était hypoacethylée et sous forme réduite sur I’'ensemble de ses résidus
cystéines (forme chimiokine). Par contre, I'isoforme présentant un pont disulfure entre les résidus
cystéines 23 et 45 (forme cytokine) n‘était retrouvée que 24 heures aprés |'ischémie dans le sang (et
non dans le tissu cérébral). Ces résultats suggerent que HMGB1 libérée par les cellules nécrotiques
guelques heures apreés l'ischémie I'est sous sa forme chimiokine. En traversant la barriere hémato-
encéphalique, elle se retrouve dans la circulation sanguine ou elle prend la forme redox cytokine

(Liesz et al., 2015).

HMGB1 libérée apres nécrose tissulaire serait capable d‘induire la libération d’autres cytokines
inflammatoires. Qiu et collaborateurs ont montré une augmentation de I'expression de TNF par des
cellules gliales incubées en présence d’un milieu de culture de neurones exposés a un stress
excitotoxique glutamatergique. Cet effet était bloqué par utilisation d’anticorps anti-HMGB1 (Qiu et

al., 2008).

b. Au cours de la phase subaigué d’ischémie

A cOté de la libération passive de HMGB1 par les cellules nécrotiques au cours la phase aigué de
I'ischémie cérébrale, HMGB1 peut étre secrétée par un mécanisme actif par différentes cellules
cérébrales (microglie, astrocytes, cellules endothéliales) et par les cellules immunitaires, ce qui
amplifie le processus inflammatoire mis en place (figure 20). En effet la sécrétion des protéines de
I'inflammation, dont HMGB1, persiste plusieurs jours voire des mois aprés I'ischémie (Kim et al.,
2006 ; Schulze et al., 2013).

Kim et collaborateurs ont montré une augmentation de I'expression de HMGB1 au niveau des
microglies activées, des astrocytes et des cellules endothéliales chez le rat a deux jours post-ischémie
(Kim et al., 2008). Les microglies, considérées comme les macrophages résidents du cerveau, sont
capables d’activité phagocytaire aprés une activation inflammatoire. Elles peuvent également

exercer une activité cytotoxique par la libération de cytokines inflammatoires (TNF, IL-13 et IL-6), de
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NO et d’espéces réactives de I'oxygéne. Elles peuvent aussi avoir une activité neuroprotectrice par
une production de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (Brain-derived Neurotrophic

Factor) (Lucas et al., 2006).

L’activation microgliale par HMGB1 apres I'ischémie persiste plusieurs jours. Les microglies peuvent a
leur tour secréter la protéine HMGB1 et d’autres cytokines inflammatoires (Kim et al., 2006 et 2008).
La protéine HMGB1 secrétée est capable alors de recruter des cellules immunitaires telles que les
cellules NK (Natural killers), les lymphocytes T, les macrophages et les cellules dendritiques dont elle
peut induire la maturation (Blanco et al.,2008 ; Sundberg et al., 2009). Les cellules NK activées et les
cellules dendritiques matures peuvent sécréter a leur tour HMGB1 et stimuler la maturation des

lymphocytes T, amplifiant I'inflammation au niveau du tissu ischémié (figure 20).
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Figure 20 : HMGB1 au cours des différentes phases de I'ischémie cérébrale
(adaptée d’aprés Hayakawa et al., 2010)
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2. Role de HMGB1 au cours de l'ischémie cérébrale

Dans la littérature, de nombreuses études ont mis en évidence le role délétére de HMGB1 apres
I'ischémie. En effet, I'injection de HMGB1 dans le cerveau de rats ischémiés augmente non
seulement le volume d’infarctus mais aggrave le déficit neurologique (Liu et al., 2007b ; Zhang et
al., 2014a).

Par ailleurs, il a été montré que HMGB1 favorisait I'expression de protéines inflammatoires, et
notamment de cytokines. Faraco et collaborateurs ont montré que linjection de HMGB1
recombinant dans le cerveau de souris ischémiées augmentait I'expression de NOS inductible (NOSi)
et d’IL-1B (Faraco et al., 2007). Zhang et collaborateurs, ont quant a eux mis en évidence une
augmentation de I'expression d’IL-17A aprés injection de la protéine chez les souris ischémiées
(Zhang et al., 2014a). Outre ces études in vivo, des études réalisées in vitro ont montré que
I'incubation de la forme recombinante de la protéine avec 1) des cellules gliales induisait I'expression
de la NOSi, d’IL-13, de TNF et de COX-2 (Kim et al., 2006 ; Faraco et al., 2007 ; Qiu et al., 2008) 2) avec

des cellules endothéliales une augmentation de I'expression d'ICAM-1 (Qiuet al., 2008).

Plusieurs stratégies inhibitrices vis-a-vis de HMGB1 ont été évaluées in vivo et in vitro (tableau 4).

Kim et collaborateurs ont tout d’abord montré que la suppression de I'expression de HMGB1 chez les
rats ischémiés grace a I'utilisation de shRNA (short hairpin RNA) entrainait une diminution du volume
de lésion, de I'activation microgliale et de la production de cytokines inflammatoires (TNF, NOSi, IL-
1B), confirmant ainsi le réle central de HMGB1 dans le processus inflammatoire post-ischémique
(Kim et al., 2006). Dans une autre étude, Liu et collaborateurs ont montré les mémes effets
neuroprotecteurs aprées l'injection d’anticorps anti-HMGB1 chez le rat dans un modele d’ischémie
transitoire (Liu et al., 2007b). Cette étude montrait en outre une diminution de I'activation des MMP-
9 ainsi qu’une diminution de la perméabilité de la BHE apres le traitement par un anticorps anti-
HMGBL1. Le role de HMGB1 dans I'inflammation post-ischémique a récemment été confirmé par Liesz
et collaborateurs dans deux modeles d’ischémie endovasculaire transitoire. En effet I'administration
d’anticorps anti-HMGB1 chez les souris ischémiées diminuait I'expression et les taux sériques des
cytokines inflammatoires TNF, IL-1[3 et IL-6 a 6 heures et 24 heures post-ischémie (Liesz et al., 2015).
L'utilisation de ces anticorps réduisait également le volume de la Iésion (Muhammad et al., 2008 ;
Liesz et et al., 2015). D’autres études utilisant des siRNA anti-HMGB1 ou la glycyrrhizine, un
inhibiteur de I'expression et de I'activité chimiokine de HMGB1, ont également mis en évidence une

réduction du volume de lésion et de la production de TNF, NOSi, IL-1p et IL-6, mais également une
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réduction des déficits fonctionnels post-ischémiques (Kim et al., 2011b ; Gong et al., 2014 ; Zhang et
al., 2014a). Par ailleurs, Zhang et collaborateurs ont montré que l'injection d’anticorps anti-HMGB1
chez les rats ischémiés diminuait I'cedeme cérébral et la perméabilité des capillaires cérébraux. Cet

effet sur la perméabilité a été confirmé dans un modéle in vitro de BHE (Zhang et al., 2011).

HMGBL1 libérées par les cellules nécrotiques ou sécrétée par les cellules immunitaires au cours de
I'ischémie cérébrale interagit principalement avec les récepteurs RAGE et TLR.

Ces récepteurs sont exprimés par différentes cellules cérébrales : neurones, microglie et cellules
endothéliales (Deane et al., 2003 ; Arancio et al., 2004 ; Bierhaus et al., 2005 ; Qiu et al., 2008). Une
augmentation de I'expression des récépteurs RAGE et TLR a été retrouvée chez les patients victimes
d’AVC ainsi que dans des modeéles expérimentaux d’ischémie cérébrale (Menini et al., 2014 ; Zhai et

al., 2008 ; Brea et al., 2011 ; Kamide et al., 2012).

En ce qui concerne les récepteurs RAGE, il a été mis en évidence que les souris ischémiées RAGE”
présentent une diminution du volume de lésion et de I'expression des cytokines TNF, IL-1 et IL-6
(Muhammad et al., 2008 ; Liesz et al., 2015). Ces mémes effets ont également été observés apres
injection d’anticorps anti-HMGB1 chez les souris ischémiées. L'utilisation de la forme soluble du
récepteurs RAGE, qui fixe HMGB1 et empéche sa liaison aux récepteurs RAGE exprimés a la surface

des cellules, avait également un effet protecteur apres ischémie (Muhammad et al., 2008).

En ce qui concerne les récepteurs TLR, des études montrent que les souris ischémiées KO TLR 2 et 4
présentent une lésion cérébrale moindre et un déficit neurologique moins prononcé a 3 jours (Caso
et al., 2007 ; Tang et al., 2007b). De plus, une corrélation des taux sériques des récepteurs TLR 2 et 4
et des taux sériques de TNF, IL-1f3 et IL-6 a été mise en évidence chez les patients victimes d’AVC

(Brea et al., 2011).

L'ensemble de ces études confirme le role crucial de HMGB1 dans la neuroinflammation et la

progression de la lésion cérébrale post-ischémique.
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Tableau 4 : Réle de HMGB1 au cours de I'ischémie

Volume de lésion, Liu et al., 2007b
Anticorps Déficit neurologique
Anti-HMGB1 Activation microgliale
TNF, NOSi
MMP9

Protection de de la BHE

+ Volume de lésion Kim et al., 2011b
Déficit neurologique

Glycyrrhizine Déficit neurologique
IL-17A via TLR-4

ocedeme cérébral Zhang et al., 2011
Anti-HMGB1 Perméabilité des capillaires
cérébraux
Perméabilité de la BHE

TNF= Facteur de nécrose tumorale ; IL-1p= Interleukine-1f3 ; IL-6= Interleukine-6 ; COX-2= Cyclo-oxygénase ; IL-17A
Interleukine-17A ; siRNA ou shRNA = Petit ARN interferant ; MMP9= Métalloprotéase de la matrice ; NOSi =NO synthase
inductible ; BHE= Barriére hémato-encéphalique ; RAGE = récepteur des produits de fin de glycation.

Volume de Iésion Zhang et al., 2014a
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3. HMGB1, biomarqueur de I'inflammation post-ischémique en clinique ?

Plusieurs études cliniques ont été réalisées ces dernieres années afin de déterminer si HMGB1
pouvait étre considéré comme un biomarqueur de l'inflammation post-ischémique. Cependant,
I'hétérogénéité de I'étiologie des AVC, de la localisation de la lésion ainsi que de la sévérité des
signes cliniques rendent difficile I'interprétation de ces données cliniques. Le tableau 5 regroupe les
études cliniques concernant I’évolution des taux de HMGB1 chez les patients victimes d’AVC.
Goldstein et collaborateurs ont été les premiers a mettre en évidence une augmentation des taux
sériques de HMGB1 chez les patients victimes d’AVC ischémique (Goldstein et al., 2006). D’autres
études ont ensuite confirmé ce résultat et ont montré que cette augmentation persistait plusieurs
jours apres l'ischémie (Muhammad et al., 2008 ; Vogelgesang et al., 2010).

Par ailleurs, les études menées par Schuleze et collaborateurs ont rapporté que les taux
plasmatiques de HMGB1 restaient augmentés jusqu’a 30 jours aprés l'ischémie et étaient corrélés
avec les taux élevés de leucocytes circulants chez les patients (Schuleze et al.,, 2013). D’autres
corrélations intéressantes ont été mises mis en évidence, notamment entre les taux sériques et/ou
plasmatiques élevés de HMGB1 chez les patients, la sévérité des signes cliniques et le taux de
cytokines inflammatoires (TNF, IL-1[3), et ce 24 heures apres I'ischémie (Yang et al., 2011 ; Liesz et al.,
2015). Sapojnikova et collaborateurs ont montré une corrélation entre les taux plasmatiques élevés
de HMGB1 et les taux de MMP9. Ces taux élevés de HMGB1 étaient corrélés entre outre a une
mauvaise récupération clinique chez ces patients (Sapojnikova et et al., 2014). Ces études suggerent
gque HMGB1 peut étre considérée aujourd’hui comme un marqueur de la sévérité des signes
cliniques observés chez les patients. Par ailleurs, Huang et collaborateurs ont montré que les taux
plasmatiques élevés de HMGB1 sont corrélés a la mortalité 1 an apres I'ischémie (Huang et al., 2013),
ce qui indique que HMGB1 pourrait également avoir une valeur pronostique chez les patients
victimes d'AVC.

Toutefois, aucune donnée clinique sur la fonction biologique de HMGB1 ainsi que sur son potentiel
impact clinique n’a encore été précisée. Il serait particulierement intéressant de mieux caractériser
les différentes formes oxydées ou réduites de la protéine afin de mieux comprendre la fonction
d’induction et de résolution de I'inflammation de HMGB1 chez les patients victimes d’AVC.

Enfin, alors que plusieurs stratégies ciblant HMGB1 ont montré leur efficacité a réduire la |ésion
ischémique et l'inflammation dans des modeles expérimentaux d'ischémie cérébrale, aucune

molécule n’a encore été testée chez ’lhomme.
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Tableau 5 : Etudes cliniques concernant I’évolution des taux de HMGBI1 a la suite d'un AVC

2 semaines Corrélation avec les taux sériques d'IL-6

HMGB1 sérique

1,3, 7 jours

HMGB1 plasmatique et jusqu’a 1l
an

HMGB1 plasmatique

HMGB1 plasmatique

24 heures  Corrélation avec le volume de lésion et |a
sévérité des signes cliniques évalués par
le test NHISS

Corrélation avec les taux élevés de IL-13

Dans les 24 Corrélation avec une mauvaise
heures récupération fonctionelle
Corrélation avec les taux de MMP9
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CINQUIEME CHAPITRE : LA POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE OU PARP

L'activité enzymatique a |'origine de la synthese des poly(ADP-riboses) a été décrite en 1960 par le
laboratoire de Paul Mandel a Strasbourg en France (Chambon et al., 1963). L'enzyme responsable de
cette activité a d’abord été nommeée poly(ADP-ribose)transférase (PADPRT) puis PAR synthétase
(PARS) et enfin poly(ADP-ribose)polymérase (PARP) qui est le terme retenu. Au cours de cette
derniére décennie, les approches génomiques ont permis d’identifier 18 séquences codant pour la
PARP dans le génome humain (Hassa et al., 2006). A ces 18 séquences correspondent 18 isoformes
de I’enzyme PARP dont 6 isoformes présentent une activité de poly(ADP-ribosyl)ation (les PARP-1, -2,
-3 et -4, et les tankyrases-1 et -2), alors que les autres membres de la famille catalysent la
mono(ADP-ribosyl)ation (Amé et al., 2004 ; Kleine et al., 2008 ; Riffel et al., 2012). Les enzymes de la
famille PARP sont abondamment présentes dans les noyaux des cellules, notamment au niveau
cérébral.

La PARP-1 est I'enzyme la plus abondante et étudiée dans cette famille. Principalement localisée au
niveau du noyau, elle est constitutive, ubiquitaire et abondamment retrouvée dans I'organisme. Elle
peut étre associée a la chromatine ou localisée au niveau du centrosome. Il a également été montré
que la PARP-1 serait présente dans la mitochondrie (Du et al.,, 2003 ; Lai et al., 2008). Au niveau
cellulaire, 85% de l'activité de poly(ADP-ribosyl)ation est assurée par la PARP-1. Cette activité est
d’autant plus importante au cours de situations pathologiques telles que I'ischémie cérébrale au
cours de laquelle 'enzyme est en état d’hyperactivation. Par conséquent, dans notre thématique de

travail, nous nous sommes plus particulierement focalisés sur I'isoforme -1 de la PARP.

l. La PARP-1: structure et fonction

1. Structure

La PARP-1 est une protéine de 113 kDa, constituée de 3 domaines (voir pour revue Moroni et
Chiarugi, 2009 ; Gupte et al., 2017) (figure 21) :
» Un domaine de liaison a I’ADN situé sur I'extrémité N-terminale, capable de reconnaitre les
cassures de I’ADN et de s’y fixer grace a la présence de deux domaines en doigts de zinc. I
contient également un motif NLS (Nuclear Localisation Signal) qui contient le site de clivage

de la caspase-3 ;
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» Un domaine central riche en acide glutamique qui correspond au domaine d’auto-
modification. Ce domaine porte deux motifs distincts : le motif le PBM (PARs binding motif)
qui permet la liaison des PARs ainsi que I'autopoly(ADP-ribosyl)ation de la PARP-1 ; le motif
BRCT (Breast Cancer Associated Protein C-terminal) permet l'interaction de la PARP et des
constituants nucléaires ;

» Un domaine catalytique situé sur I'extrémité C-terminale qui contient le site de liaison au
NAD" (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) qui est le substrat de la PARP-1. Cette liaison est
facilitée par la région appelée WGR riche en tryptophane (W), en glycine (G) et en arginine

(R) qui conduit au changement de conformation de I'enzyme aprés fixation a I’ADN.

Domaine de liaison Domaine d’auto-
al’ADN modification
1 372 524 859 908 1014

N A
- WEE T e
4

Figure 21 : Schéma représentatif de la structure de la PARP-1 (adaptée d’aprés Gupte et al., 2017)
Zn : motif en doigt de zinc ; NLS : nuclear localisation signal ; BRCT : breast Cancer Associated Protein C-terminal; WGR :
motif riche en tryptophane (W)glycine (G) etarginine (R).

Domaine catalytique

2. Fonctionnement de la PARP

La PARP est I'enzyme responsable de la réaction de poly(ADP-ribosyl)ation dite PARylation. C’est une
modification post-traductionnelle qui consiste a synthétiser des poly(ADP-riboses) (PARs) puis a les
greffer de maniere covalente sur une protéine acceptrice (voir pour revues Schreiber et al., 2006 ;
Gibson et Kraus, 2012). Les protéines cibles peuvent étre impliquées dans la régulation de la
structure de la chromatine, la transcription génique, la réparation de I’ADN ou la mort cellulaire.
L’activation de la PARP peut étre induite par des cassures au niveau de I’ADN simple ou double brin
sous l'effet d’un stress oxydant ou nitrant (productions de ROS ou de RNS), de radiations ionisante,
d‘agents alkylants, et également par les cassures de I’ADN induite au cours des processus de
réparation par excision de bases ou de nucléotide (voir pour revue Hegedds et Virag., 2014).

La PARP peut également étre activée méme quand I’ADN n’est pas |ésé. Ainsi elle peut se fixer a

I’AND présentant des régions en épingles a cheveux et cruciformes (Lonskaya et Potaman, 2005).
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L’activité de la PARP-1 peut étre induite par d‘autres types de modifications post-traductionnelles
comme la phosphorylation par la CamKIl delta ou I'acétylation (Ju et al., 2004 ; Hassa et al., 2005 ;
Kauppinen et al., 2006 ; Walker et al., 2006). Par ailleurs, SIRT6, une enzyme de désacétylation, peut
étre recrutée au niveau du site de lésion de I'ADN ou elle s'associe a la PARP-1 et l'active par
mono(ADP-ribosyl)ation (Mao et Hine., 2011). La PARP-3 peut également catalyser I'activation de la
PARP-1, mais cette réaction a lieu en I'absence d'ADN (Loseva et al., 2010). Enfin, la PARP-1 peut étre
activée a la suite d’interactions avec d’autres protéines telles que ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinases 1 & 2) et JNK (c-Jun N-terminal kinase (Cohen-Armon et al., 2007 ; Zhang et al.,
2007b).

La réaction de poly(ADP-ribosyl)ation est un processus dynamique rapide et réversible qui dépend de
I’équilibre fonctionnel deux enzymes: la PARP, qui synthétise les PARs, et la poly(ADP-

ribose)glycohydrolase ou PARG, qui les dégrade.

A) Synthése des PARs
L’activation de la PARP-1 est observée suite a I'apparition de cassures au niveau de I'ADN. Cette
activation entraine un clivage du NAD" libérant un groupement nicotinamide ainsi qu’une unité ADP-

ribose, qui est rapidement greffée via une liaison covalente sur une protéine acceptrice (figure 22).

+ H
NAD ~ | T/ Nicotinamide
OH OH ™ F H

N, NI l/o\p/ O\P/O <« Liaison clivée
z 7\ AN 0 par la PARP-1
4
| /> 0" oHO O
A
H OH
NH, ADP ribose

Figure 22 : Structure d’une molécule de NAD® et site de clivage par la PARP
(d’apreés Curtin et Szabo, 2013)

Ce premier transfert est dit mono(ADP-ribosyl)ation, il est suivi d‘une étape d‘élongation de la chaine
de facon linéaire par la fixation d‘autres unités ADP-riboses reliées par des liaison O-glycosidiques
ribose-ribose (figure 23). Cette chaine linéaire ainsi formée peut contenir jusqu’a 200 unités de

poly(ADP-riboses) et peut subir des ramifications formant des branches de poly(ADP-riboses).

A la fin de cette étape de synthése, un recyclage du NAD" est effectué grace a deux enzymes, la
nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT) puis la nicotinamide mononucléoside

adényltransférase (NMNAT). Cette derniere, exclusivement nucléaire, est recrutée par la PARP afin
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de régénérer le NAD", ce qui nécessite 4 molécules d‘ATP (Kim et al., 2005 ; Zhang et al., 2012) (figure
23).
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Figure 23 : La poly(ADP-ribosyl)ation : synthése et dégradation des PARs, régénération du NAD*

(adaptée d’aprés Heeres et Hergenrother, 2007)
NAMPT : nicotinamide phosphoribosyltransférase ; NMNAT : nicotinamide mononucléoside adényltransférase ; PARG :
poly(ADP-ribose)glycohydrolase ; MARH : mono(ADP-ribosyl)protéine hydrolase.

La PARP peut PARyler de nombreuses protéines notamment au niveau nucléaire, mais elle peut
également s’auto-PARyler. Les protéines cibles de la PARP-1 contiennent toutes un motif de liaison
des PARs, nommé PBM (PARs binding motif), qui chevauche leur domaine fonctionnel, ce qui
explique que les PARs puissent altérer les propriétés fonctionnelles de leurs cibles.

Le mécanisme le plus caractérisé en ce qui concerne la régulation de I'activité de la PARP est son
auto-PARylation (Kawaichi et al., 1981). Par ailleurs, 'accumulation des PARs, chargés négativement,
sur leur cible entraine un phénoméne de répulsion électrostatique qui finit par détacher la PARP de

sa cible.

B) Dégradation des PARs

La PARylation que nous venons de décrire est un processus tres rapide. Les PARs présentent une

demi-vie trés courte, inférieure a 1 minute (Whitacre et al., 1995 ; Gibson et Kraus, 2012). En effet,
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les PARs sont rapidement pris en charge par des enzymes de dégradation, dans un premier temps
par la poly(ADP-ribose)glycohydrolase (PARG), puis dans un second temps par la mono(ADP-
ribosyl)protéine hydrolase (MARH) ou par la mono(ADP-ribosyl)protéine lyase (MSRL) (Davidovic et
al., 2001).

La PARG posséde des activités exo- et endo-glycosidiques, qui permettent le clivage des liaisons
O-glycosidiques ribose-ribose, ce qui dégrade ainsi les PARs présents sur la chaine linéaire principale
et au niveau des ramifications. Il existe au moins 5 isoformes de cette enzyme chez 'homme. Elles
sont localisées dans le cytoplasme, la mitochondrie ou dans le noyau. L'isoforme nucléaire (110 kDa)
est présente en faible quantité par rapport a la PARP-1, néanmoins elle posséde une activité
spécifique trés élevée. En effet, une inhibition minimale de 90% de l'activité par la PARG est

nécessaire pour observer une accumulation de PARs (Krishnakumar et Kraus, 2010)

En ce qui concerne les enzymes mono(ADP-ribosyl)protéine hydrolase et mono(ADP-ribosyl)protéine
lyase, il semblerait qu’elles interviennent pour cliver la liaison entre le dernier monomere d’ADP-

ribose et la protéine acceptrice (Hassa et Hottiger, 2008).

Il. Roéle physiologique de la PARP

En conditions physiologiques, les cassures au niveau de I’ADN sont peu nombreuses, la PARP-1 est
faiblement activée. Cette activation permet néanmoins de réguler des processus cellulaire clés, tels
que la réparation et le maintien de la stabilité de I’ADN, la régulation du remodelage de la

chromatine, la transcription de génes ou bien encore le cycle cellulaire.

1. Réparation de 'ADN

Lorsque des cassures de I’ADN surviennent au niveau de la cellule, des mécanismes de réparation
sont tres vite enclenchés, la PARP-1 favorisant ces réparations (de Murcia et al., 1997 ; Menissier de
Murcia et al., 2003 ; Schreiber et al., 2006) (Figure 24). En effet, la PARP-1 intervient au niveau des
cassures simple ou double brin, et dans la réparation par excision de base. Ainsi aprés le repérage de
la zone de cassure, la PARP se fixe a I’ADN grace a ses motifs en doigts de zinc, ce qui entraine son
activation. L'enzyme commence alors son activité de PARylation des protéines de I’ADN surtout celle

des histones H1 et H2B. En conséquence, l'encombrement stérique ainsi que la répulsion
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électrostatique entre les charges négatives des PARs fixés sur les histones et celles de I’ADN
entrainent le passage de I’ADN d’une forme super-enroulée a une forme plus relachée. La relaxation

de la chromatine permet ainsi aux systémes de réparation d’accéder aux zones d’ADN lésées.

La PARP-1 entraine également la PARylation d’autres protéines nucléaires qui seront par la suite
recrutées telles que XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein-1), '’ADN-polymérase Ill et
I’ADN-ligase Ill. Une fois sa fonction de réparation achevée, la PARP-1 catalyse sa propre PARylation

ce qui permet le détachement de I'enzyme de I’ADN et ainsi son inactivation.

La fonction de participation a la réparation de ’ADN par la PARP est nécessaire. Il a été montré dans
des études que les cellules PARP-17 ou des souris PARP”" soumises 3 des radiations ionisantes ou
traitées par des agents alkylant de I’ADN présentaient des déficits de réparation de I’ADN et des
anomalies chromosomiques importantes (de Murcia et al., 1997). De plus, les souris PARP”" ainsi
traitées aux radiations ou par les agents alkylants, présentaient une létalité plus élevée que les souris

sauvages (de Murcia et al., 1997).
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2. Régulation de la transcription génique

La PARP-1 participe a la régulation de la transcription de géne via deux mécanismes :

> Le premier implique une relaxation de la chromatine du fait, comme nous I'avons vu, d’une
répulsion électrostatique entre les histones PARylés et donc chargés négativement, et ’ADN.

Les génes sont donc plus accessibles a la machinerie transcriptionnelle.

> Le deuxiéme mécanisme implique une interaction directe de la PARP-1 avec certains facteurs
ou cofacteurs de transcription tels que NF-kB (nuclear factor-kappa B) et AP-1 (activator
protein-1), ou avec leurs sites de fixation, ce qui conduit a la répression ou a I'activation de

certains genes.

3. Régulation du cycle cellulaire

Les enzymes PARP sont présentes au niveau des centrosomes et des télomeres, elles y sont associées
a des protéines et participent a la régulation du cycle cellulaire. En effet, la PARP fait partie du
complexe de réplication multiprotéinique (MRC) et certains facteurs de réplication et protéines du
centromere et télomeéres sont ses substrats (Simbulan-Rosenthal et al., 1996). Par ailleurs, I'activité
de la PARP est augmentée dans le noyau des cellules en mitose (Tanuma et al.,1978).

La PARP est ainsi capable d’interrompre la progression du cycle cellulaire au cours de la mitose en cas
de lésion de I'ADN, afin de limiter la réplication des aberrations de ’ADN (d’Adda di Fagagna et al.,
1999). De plus, chez des souris PARP-2 "’ irradiées, on observe un niveau élevé d’anomalies des

chromosomes (Amé et al., 2004).

La PARP posséde d’autres fonctions physiologiques notamment dans la régulation de I'activité des
télomérases (Samper et al., 2001), dans la dégradation des protéines par ubiquitination (Kang et al.,
2001) et elle pourrait méme étre impliquée dans la réorganisation du cytosquelette (Uchida et al.,

2001).

A coté de ces effets bénéfiques de la PARP dans les conditions physiologiques, son hyperactivation
qui est observée dans des conditions pathologiques telle que l'ischémie cérébrale s’avére étre a

I'inverse délétere.
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Ill. PARP et ischémie cérébrale

1. Activation de la PARP a la suite de I'ischémie cérébrale

A la suite de l'ischémie cérébrale, une libération accrue de glutamate est observée au niveau
cérébral, entrainant un stress excitotoxique via l'activation des récepteurs NMDA. La principale
conséquence de ce stress excitotoxique est I'augmentation de la production de radicaux libres tels
qgue NO, O,, et ONOOQ/, responsables d’un stress oxydant qui provoque des cassures de ’ADN. Une
activation excessive de la PARP est alors observée dans la plupart des cellules cérébrales (neurones,
cellules endothéliales, astrocytes, microglies, leucocytes infiltrants) (Moroni et al., 2008 ; Moroni et
Chiarurgi, 2009).

Cette activation de la PARP a d’ailleurs été mise en évidence dans plusieurs études expérimentales.
Cependant la cinétique d’accumulation des PARs differe selon les études. En effet Endres et
collaborateurs ont mis en évidence dans un modele d’ischémie focale chez la souris (2 heures
d’occlusion) une accumulation de PARs dans le cortex cérébral 5 minutes seulement apres le début
de I'ischémie (Endres et al., 1997). Cet effet disparait a des temps plus tardifs (3 a 6 heures). Dans le
méme modele Li et collaborateurs ont mis en évidence une activation de la PARP 20 minutes apreés la
reperfusion, qui devient maximale a 1 heure et disparait a 24 heures (Li et al., 2010). Dans un autre
modele d’ischémie transitoire chez le rat (1 heure d’occlusion), I'accumulation des PARs a été
observée a 1 heure et 6 heures post-ischémie et n’était plus détectable a 15 heures (Ilwashita et al.,
2004). Enfin dans un modeéle d’ischémie permanente chez le rat, Tokime et collaborateurs ont mis en
évidence une augmentation de I'activité de la PARP a 2 et 8 heures post-ischémie, mais aucun effet a

16 heures (Tokime et al., 1998).

En ce qui concerne les études cliniques, il a été mis en évidence par Love et collaborateurs aprés une
ischémie globale faisant suite a un arrét cardiaque une forte accumulation de PARs dans les noyaux
neuronaux et ce a 2 jours post-mortem (Love et al., 1999). Cet effet a également été décrit chez les
patients par Sairanen et collaborateurs 3 jours aprées I'ischémie (Sairanen et al., 2009). Dans une
autre étude réalisée par Love et collaborateurs, il a été montré que I'activation de la PARP aprés une
ischémie chez les patients était biphasique: une activation précoce dans les 24 heures
principalement au niveau neuronal, et une activation plus tardive, entre 3 jours et 1semaine,

essentiellement au niveau des cellules inflammatoires (Love et al., 2000).
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La PARP est donc une enzyme qui est activée au cours de I'ischémie cérébrale, mais qu’en est-il de

son role au cours de cette pathologie ?

2. Role de la PARP dans I'ischémie cérébrale

Le role de la PARP dans I'ischémie cérébrale a tout d’abord été étudié grace a la délétion du gene
codant pour la PARP. Les souris PARP” ischémiées présentent un volume de Iésion réduit par rapport
aux souris sauvages, confirmant ainsi le role délétére de la PARP dans I'ischémie (Eliasson et al.,
1997 ; Endres et al., 1997), d’autant plus que la restauration de I'enzyme par transfection virale du
géne de la PARP-1 restitue ses effets déléteres (Goto et al., 2002). Eliasson et collaborateurs ont
également montré in vitro que les cultures primaires de cellules corticales PARP” sont résistantes a la
toxicité induite par le NMDA ou par des conditions OGD (Oxygen Glucose Deprivation) (Eliasson et

al., 1997).

Depuis, plusieurs inhibiteurs de la PARP ont été développés et leurs effets protecteurs au cours de
I'ischémie ont été étudiés. Parmi les molécules testées, le 3 amino-benzamide (3-AB), un inhibiteur
synthétique d’une concentration inhibitrice 50 (CI50) de 33 uM, a montré son efficacité dans des
modeles d’ischémie cérébrale en réduisant notamment le volume de la Iésion, le déficit neurologique
et I'cedeme cérébral (Endres et al., 1997 ; Couturier et al., 2003 ; Koh et al., 2004).

D’autres inhibiteurs plus puissants présentant une CI50 de I'ordre du nanomolaire tels que le 1,5-
dihydroxyisoquinoline ou DHIQ (CI50 = 390 nM), le MP-124 (CI50 = 20,8 nM), le INO-1001(CI50 < 10
nM), entrainaient également un effet neuroprotecteur dans des modeles d’ischémie cérébrale
(Komjati et al., 2004 ; Egi et al.,, 2011 ; Matsuura et al., 2011). Des études ont également mis en
évidence dans des modeles d’ischémie cérébrale, I’effet anti-inflammatoire et neuroprotecteur de la
minocycline, une tétracycline qui inhibe la PARP (CI50 = 42 nM) (Alano et al., 2006 ; Chen et al.,
2014).

Au laboratoire, nous avons montré qu’un autre inhibiteur, le PJ34, dont la CI50 est de 17 nM,
réduisait le volume de lésion, le déficit neurologique, les hémorragies spontanées ainsi que
I'inflammation dans des modeéles d’ischémie cérébrale transitoire ou permanente chez la souris
(Haddad et al., 2006 ; 2008). De plus il a été montré que I'inhibition de la PARP par le PJ34 protégeait
la BHE et diminuait sa perméabilité a la suite de I'ischémie cérébrale (Lenzsér et al., 2007 ; Teng et

al., 2013 ; El Amki et al (soumis)).
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Enfin, plus récemment I'olaparib qui est le premier inhibiteur de la PARP approuvé en 2014 par la

FDA (Food and Drug Administration) pour le traitement des cancers ovariens liés a la mutation du

géne BRCA breast cancer) a été testé dans un modele d’ischémie cérébrale transitoire chez la souris.

Ces effets protecteurs incluaient une réduction du volume de Iésion, du déficit neurologique et une

protection de la BHE (Teng et al., 2016).

En ce qui concerne leur mécanisme d‘action, les inhibiteurs de PARP contiennent un groupement

amide identique a celui du nicotinamide qui forme le NAD".

Le groupement nicotinamide est

nécessaire a la liaison de la PARP a son cofacteur le NAD". Ainsi, les inhibiteurs qui contiennent dans

leur structure ce méme groupement, leur permet de rentrer en compétition avec le NAD® et de

prendre sa place au niveau du site catalytique de I’enzyme PARP (voir pour revue Curtin et Szabo,

2013).
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Figure 25 : Principaux inhibiteurs pharmacologiques de la PARP
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Le nicotinamide lui-méme est un inhibiteur peu puissant puisque sa CI50 est de 210 uM. Ainsi les
inhibiteurs de PARP détaillés précédemment ont été développés par modification de la structure du
nicotinamide, afin d’augmenter la puissance (diminution de la CI50), la spécificité et la solubilité des

produits (figure 25).

3. Meécanismes délétéres de la PARP au cours de I’ischémie

Le réle délétére de la PARP dans I'ischémie cérébrale est aujourd’hui clairement établi. En ce qui
concerne les mécanismes impliqués par contre, plusieurs hypothéses sont évoquées (voir pour revue

Strosznajder et al., 2010 ; Curtin et Szabo, 2013) :

A) Théorie de la déplétion énergétique

Cette théorie proposée en 1985 par Berger et son équipe stipule qu’une baisse des taux de NAD"
suite a I'activation excessive de la PARP apres I'ischémie entraine une déplétion énergétique qui peut
conduire a la nécrose cellulaire (Berger et al., 1985).

Le NAD" étant un cofacteur des enzymes du métabolisme du glucose, il est mobilisé au cours de la
glycolyse pour la production d’ATP. Au cours de la poly(ADP-ribosyl)ation, la régénération du NAD"
nécessite la consommation de 4 molécules d’ATP. Ainsi, au cours de l'ischémie cérébrale, une
hyperactivation de la PARP entraine une consommation excessive de NAD" qui d’une part ne sera
plus disponible pour la glycolyse, et dont la régénération d’autre part est trés consommatrice en
énergie. Cette déplétion énergétique induite par I’hyperactivation de la PARP aggrave le déficit
énergétique provoqué par chute de I'apport en oxygéne et en glucose au niveau cérébral qui fait
suite a l'ischémie. Par conséquent, certains processus cellulaires sont altérés tels que le
fonctionnement des pompes Na‘/K*-ATPase et les protéine ATP-dépendantes, ce qui contribue a la
mort cellulaire.

Cette hypothése a été appuyée par la mise en évidence in vivo dans des modeles d’ischémie
cérébrale transitoires ou permanents d’une chute des taux de NAD' dans le tissu cérébral aprés
I'ischémie. Ces études ont de plus montré que cette chute de NAD" est atténuée chez les souris
ischémiées PARP” ou apres traitement par le 3-AB ou par le nicotinamide (Endres et al., 1997 ; Liu et
al., 2009).

Cependant, cette hypothése reste discutable, d’autant plus que certaines données de la littérature

ne montrent aucune baisse des taux de NAD' dans des modéles d’ischémie focale ou globale
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(Nagayama et al., 2000 ; Paschen et al., 2000). De plus, I'effet protecteur observé chez les souris
PARP”" ou traitées par le 3-AB sont indépendants de la restauration des réserves énergétiques
(Chiarugi, 2002 ; Goto et al., 2002).

Par ailleurs il a été montré par I'équipe de Dawson et collaborateurs que l'inhibition de la glycolyse
médiée par PARP-1 n'est pas simplement due a la consommation accrue de NAD" par PARP-1, mais
elle résulte de la liaison des PARs a I'hexokinase, la premiere enzyme régulée dans la voie
glycolytique. Ceci provoque son inhibition, ce qui ralentit la glycolyse (Andrabi et al., 2014)

Au vu de ces données, il s’avére que la théorie de la déplétion énergétique n‘explique pas totalement
les effets délétéres induit par la PARP au cours de I'ischémie. D’autres mécanismes peuvent en effet

intervenir.

B) La mort cellulaire par apoptose ou par parthanatos

A la suite de l'ischémie cérébrale, les effets délétéeres de la PARP sont liés également a la mort

cellulaire par apoptose et par parthanatos.

> Apoptose

L'apoptose est une mort cellulaire programmée caractérisée par une fragmentation de I'ADN, un
clivage des protéines, une condensation de la chromatine et une formation de corps apoptotiques.
Deux voies, extrinseque et intrinseque, ont été identifiées. La premiére, la voie extrinseque, est
favorisée par des molécules de la famille du TNF et implique les caspases-8 et -10. La voie intrinseque
se caractérise par une activation mitochondriale et la libération du cytochrome c, AIF (apoptosis
inducing factor), et I'endonucléase G, ce qui entraine |'activation de la caspase-9. Les deux voies,
extrinseque et intrinseque, aboutissent au clivage des caspases-3 et -7 ce qui déclenche ainsi leur
activation (Giansanti et al., 2011).

Il a été montré que la PARP pouvait étre clivée par les caspases-3 et -7 en deux fragments, ce qui
entraine son inactivation. Une fois inactivée la PARP n‘est plus capable d‘assurer sa fonction dans la

réparation de I’ADN (Sodhi et al., 2010).

» Parthanatos
Le parthanatos est une forme de mort apoptotique caspase-indépendante caractérisée par la
translocation d’un facteur mitochondrial, AIF (Apoptosis Inducing Factor), vers le noyau (Wang et al.,

2009). AIF est une flavoprotéine synthétisée dans le cytosol sous forme d’un précurseur de 67 kDa
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(pré-AlF), puis importée sous forme mature (62 kDa) dans |'espace inter-membranaire mitochondrial,
ou elle régule les réactions mitochondriales importantes.

L’hyperactivation de la PARP au cours de |'ischémie entraine une accumulation de PARs qui quittent
le noyau pour interagir avec AIF au niveau mitochondrial (Yu et al., 2006). Cette interaction provoque
une translocation de AIF de la mitochondrie vers le noyau. Au niveau nucléaire, AIF favorise la

condensation de la chromatine, la dégradation de I'ADN et la mort cellulaire (Fatokun et al., 2014).

C) PARP et inflammation

Il est aujourd’hui bien décrit que la PARP participe au processus inflammatoire post-ischémique. En
effet, des études ont montré que la délétion génétique du géne codant pour la PARP ou l'inhibition
pharmacologique de I'enzyme chez des souris ischémiées réduisait considérablement |'activité

inflammatoire. Plusieurs études dont celles réalisées par notre laboratoire ont montré :

4+ Une diminution de I'expression de la COX-2, de la NOS-2, d’ICAM-1, d’'IL-6, d’IL-1R chez les
souris ischémiées PARP” (Koh et al., 2004 ; Park et al., 2004b ; Rapizzi et al., 2004 ; Erdélyi et
al., 2005 ; Sodhi et al., 2010).

4+ Une diminution de I'expression des cytokines inflammatoires TNF et IL-18, des molécules
d’adhérence E-sélectine et ICAM-1 et de linfiltration des neutrophiles chez les souris
ischémiées traitées par le PJ34 ou le 3-AB (Ducrocq et al., 2000 ; Couturier et al., 2003 ; Koh
et al., 2005, Haddad et al., 2006 ; Lenzsér et al., 2007 ; Sun et al., 2012).

D’autre part, il a été montré que la PARP participait a I'activation des microglies et la migration des
cellules immunitaires du systeme nerveux, ce qui favorise la production de de facteurs pro-
inflammatoires (Ulrich et al., 2001). Il a en effet été montré dans des modeéle d’ischémie cérébrale
qgue l'inhibition de la PARP réduisait I'activation microgliale (Koh et al., 2004 ; Hamby et al., 2007 ;

Kauppinen et al.,2006).

En ce qui concerne les mécanismes impliqués dans cet effet pro-inflammatoire de la PARP,
I'activation des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 serait un évenement clé (Hassa et al., 2001 ;
Hassa et Hottiger, 2002 ; Chiarugi et Moskowitz, 2003 ; Koh et al., 2005 ; Hu et al., 2013). En effet,
ces deux facteurs de transcription sont responsables de la régulation de I'expression de protéines et
de cytokines pro-inflammatoires. Des études montrent que I'activation de ces deux facteurs par la

PARP dépendrait de son activité enzymatique (Chiarugi et Moskowitz, 2003 ; Nakajima et al., 2004).
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D’autres études expliquent que cet effet résulte plutot d’une interaction directe de la PARP avec ces

facteurs de transcription en question (Hassa et al., 2001).

IV. PARP et inflammation : une implication de HMGB1 ?

Comme nous l'avons décrit plus haut, la PARP est une enzyme capable de poly(ADP-ribosyl)er des
protéines, ce qui peut modifier leur localisation cellulaire ainsi que leur fonction biologique. Des
études montrent que la protéine inflammatoire HMGB1 est un candidat a ces réactions de poly(ADP-
ribosyl)ation qui peuvent non seulement entrainer sa délocalisation nucléaire mais également sa
sécrétion. Ainsi, une fois sécrétée HMGB1 enclenche une machinerie inflammatoire notamment via

I'activation des récepteurs TLR et RAGE (voir quatrieme chapitre « HMGB1 » ; Pragraphe lll).

Une étude récente a rapporté que l'inhibition de la PARP réduisait considérablement |'activité
inflammatoire induite par les contraintes de cisaillement du le flux sanguin (Low Shear Stress) sur les
cellules HUVEC et ce via un blocage de la translocation de HMGB1 (Qin et al., 2015).

D’autres études réalisées principalement in vitro ont mis en évidence un lien entre la PARP et
HMGB1. Ditsworth et collaborateurs ont montré que les fibroblastes embryonnaires (MEFs) PARP”
traités par le MNNG, un agent alkylant de I’ADN, ne secrétaient pas la protéine. Il a également
montré que méme dans des conditions de nécrose cellulaire qui induit le plus souvent une sécrétion
HMGB1, la protéine restait localisée au niveau nucléaire dans ces cellules PARP'/'(Ditsworth et al,,
2007). Le méme effet a été observé apres traitement des cellules par un inhibiteur de PARP, le DHIQ
(1,5-isoquinolinedio). Ces effets ont également été en évidence dans I'étude Davis et collaborateurs
sur des cellules MEFs PARP”" traitées par le LPS. De plus la restitution de la PARP par transfection
adénovirale dans ces cellules reversait I'effet (Davis et al., 2012).

La poly(ADP-ribosyl)ation de HMGB1 serait donc un mécanisme nécessaire a sa sécrétion par les

cellules gu’elles soient activées ou nécrosées.

Hormis sa capacité a modifier la localisation cellulaire de HMGB1, la poly(ADP-ribosyl)ation peut
également modifier sa fonction. En effet, Davis et collaborateurs ont montré que HMGB1 PARylée
exerce une activité inhibitrice de I'efférocytose plus élevée que la forme non PARylée (Davis et al.,
2012). Par ailleurs, la poly(ADP-ribosyl)ation de HMGB1 augmenterait la résistance des cellules
cancéreuses a l'activité apoptotique induite par TNFSF10 (tumor necrosis factor superfamily,

member 10). L'inhibition de la cascade PARP-HMGB1 diminue non seulement |’activité autophagique
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au niveau des cellules cancéreuses mais elle favorise également I'activité apoptotique induite par le

TNFSF10 (Yang et al., 2015).

Des études montrent que la poly(ADP-ribosyl)ation de HMGB1 serait indirectement impliquée dans
sa sécrétion. Yang et collaborateurs ont montré que la PARP-1 était impliquée dans la sécrétion de
HMGB1 par les macrophages BMDM (Murine Bone Marrow Derived Macrophages) traités par le LPS
par une potentialisation de son acétylation. Ainsi, I'activation de la PARP-1 augmente le ratio HAT
(Histone Acétyle Transférase)/HDAC (Histone Désacétyle Transférase) en régulant I'expression des
enzymes d‘acétylation (PCAF, CBP, P300) et de déacetylation (HDAC4) (Yang et al., 2014b). Dans une
autre étude réalisée sur des fibroblaste MEF traités par H,0,, il a été montré que c'est la
phosphorylation de HMGB1 par la PKC et non pas sa poly(ADP-ribosyl)ation par la PARP qui est a
I'origine de la translocation de HMGB1 vers le cytosol (Andersson et al., 2016). Cette étude montre
de plus que la délocalisation de HMGB1 du noyau induit par la PKC favorise I'activité de la PARP au
niveau du noyau, d’autant plus que les cellules HMGB1” traitées par H,0, présentent des taux élevés

de PARs au niveau nucléaire.

V. PARP, rt-PA et ischémie cérébrale

Le rt-PA est capable de potentialiser I'activité 'enzyme PARP. L'étude de Crome et collaborateurs
réalisée en 2007, montrait pour la premiére fois dans un modeéle d‘ischémie cérébrale focale
permanente chez la souris que "administration du rt-PA (10 mg/kg, i.v), 1 heure aprés I'ischémie
augmentait considérablement la formation de PARs dans le cerveau a 4 heures. De plus, |'utilisation
d‘un inhibiteur de PARP le 3-AB diminuait cet effet. Ces travaux ont également identifié I'implication

des récepteurs NMDA dans I'activation de la PARP induite par le rt-PA (Crome et al., 2007).

Par ailleurs, les travaux menés au sein de notre laboratoire ont montré que l'inhibition de la PARP
grace a I'administration de PJ34 réduit les TH hémorragiques spontanées et induites par le rt-PA dans
nos modeles d’ischémie cérébrale chez la souris (Haddad et al., 2008, 2013 ; Teng et al., 2013 ; El
Amki et al., (soumis)). Cet effet est par ailleurs associé a une diminution de la dégradation des
protéines de jonction inter-endothéliales induite par le rt-PA et donc une protection de la BHE.
D’autres études ont rapporté les mémes effets protecteurs avec d’autres inhibiteurs de PARP tels
gue la minocycline et cilostazol (Murata et al., 2008 ; Machado, et al., 2009 ; Ishiguro et al., 2010).

Cet effet protecteur impliquerait en autres une réduction des taux de MMP-9.
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Ces différentes données de la littérature illustrent bien le réle majeur de la PARP dans les atteintes
vasculaires post-ischémiques et surtout aprés thrombolyse par le rt-PA. Ainsi, I'inhibition de la PARP
lors de la thrombolyse chez les patients victime d‘un AVCi pourrait constituer une stratégie

protectrice intéressante contre les effets délétéres du rt-PA au niveau vasculaire.
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BUT DU TRAVAIL



98



BUT DU TRAVAIL

La thrombolyse par le rt-PA constitue encore aujourd’hui le seul traitement pharmacologique dont
disposent les cliniciens pour traiter les AVCi. Cependant, son utilisation reste limitée, son efficacité
variable selon les patients, tout comme sa sécurité. Face a cette situation, deux axes de recherche
peuvent étre envisagés :

- le premier consiste a rechercher des alternatives a la thrombolyse par le rt-PA, soit en
développant de nouveaux thrombolytiques plus efficaces, moins toxiques et dont I'utilisation
est moins contraignante, soit en mettant en place des stratégies de reperfusion non
pharmacologiques telles que la thrombectomie,

- le deuxiéme consiste en une meilleure caractérisation des mécanismes de toxicité du rt-PA,
plus particulierement au niveau vasculaire, afin de proposer des stratégies a associer a la

thrombolyse pour une meilleure prise en charge des patients.

Dans la continuité des travaux initiés au laboratoire, I'objectif de mon travail de thése a été de
préciser les mécanismes impliqués dans la toxicité vasculaire du rt-PA, et plus particulierement au
niveau endothélial. Pour cela, je me suis intéressée a l'effet du rt-PA sur les microvésicules
endothéliales (MVE) qui sont des marqueurs particulierement novateurs de la dysfonction
endothéliale, grace a une collaboration avec I’équipe du Dr. Boulanger (INSERM-U970, Paris-Centre
de Recherche Cardiovasculaire). Je me suis également intéressée a une autre entité, I'alarmine
« HMGB1 (High Mobility Group Box 1) », une cytokine impliquée dans linflammation post-
ischémique et capable d’altérer la barriere hémato-encéphalique. Mon travail de thése a comporté
deux volets, I'un in vitro et I'autre in vivo. La partie in vitro a été réalisée sur une lignée de cellules
endothéliales cérébrales murines, les bEnd.3. La partie in vivo a été réalisée dans un modéle
d’ischémie cérébrale chez la souris qui consiste en une occlusion de I'artére cérébrale moyenne
(ACM) par un filament de nylon introduit par voie endovasculaire. L'occlusion peut étre permanente
ou transitoire selon la durée de maintien du filament. Enfin, j'ai recherché lI'implication de Ia
poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) sur les effets du rt-PA in vitro vis-a-vis des MVE comme de
HMGB1.

L'ensemble de ces travaux s’intégre dans I'étude des atteintes vasculaires induites par le rt-PA. Une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans ses effets déléteres au niveau vasculaire
permettra de proposer des stratégies plus slres, plus efficaces et dont pourrait bénéficier un plus

grand nombre de patients atteints d’AVC ischémiques.
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MATERIELS ET METHODES

I. Expérimentations in vitro

1. Modeéle in vitro de culture cellulaire

Les études in vitro ont été réalisées sur des cultures de cellules endothéliales cérébrales murines
immortalisées appartenant a la lignée bEnd.3 (ATCCCRL®-2299™, Manassas, Virginie, Etats-Unis)
(96091929-1VL, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Les cellules de la lignée bEnd.3 sont
des cellules endothéliales adhérentes obtenues a partir du cortex cérébral de souris BALB/c quiont
été immortalisées (infection avec le retrovirus NTKmT qui exprime l'antigéne T moyen du

polyomavirus) (Montesano et al., 1990).

A) Protocole de culture cellulaire

Les cellules ont été utilisées entre les passages 5 et 25. Elles sont mises en culture en flasques de 75
cm? (6x10* cellules/cm?) dans un milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, high glucose
4,5 g/L ; Sigma-Aldrich D5796) enrichi en L-glutamine (2mM), sérum de veau foetal décomplémenté
(SVF; 10%), pyruvate de sodium (1ImM), acides aminés non essentiels (1%), pénicilline (50 U/ml) et
streptomycine (50 pg/ml), 'ensemble de ces produits proviennent de Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). Les flasques sont placées dans un incubateur a 37°C sous 5% de CO,. Lorsque les
cellules atteignent environ 90% de confluence, elles sont repiquées soit par hydrolyse enzymatique a
I'aide d’une solution de trypsine-EDTA a 0,25% (incubation de 4 minutes a 37°C; T4299, Sigma-

Aldrich), soit par une technique mécanique a I'aide d’un grattoir, en flasques ou en plaques.

B) Traitements des cellules

Les cellules sont tout d’abord ensemencées dans du milieu de culture contenant du SVF, soit en
plaques de 24 puits (2x10° cellules/puits), soiten plaques de 96 puits (4x10* cellules/puits). Vingt-
quatre heures apres, les cellules sont traitées par différents agents et/ou inhibiteurs
pharmacologiques (tableau 6) dans un milieu de culture dépourvu en SVF. Les inhibiteurs

pharmacologiques préparés dans le milieu sans SVF sont appliqués sur les cellules une heure avant le
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traitement. L'inhibition est ensuite maintenue pendant toute la durée de I'expérience. Les cellules
contrdles quant a elles subissent un changement de milieu (milieu sans SVF) (figure 26).

Ensemencement

4x10° cellules/ml s Traitement Arrét de la réaction
l’ ey $SVE Milieu -SVF >
T-24h T-1h TO Tx

Figure 26 : Protocole de traitement des cellules bEnd.3

Tableau 6 : LISTE DES AGENTS PHARMACOLOGIQUES UTILISES

m S m e

Actilyse®, Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Allemagne

rt-PA 10;20;40; I i
0;20;40;80 pg/m CAUPPL 4 0t1:502074
#lot 2 : 601772
e L Hydrogen peroxide solution 50 wt %
0,5;1;2mM FES 516813, Sigma Aldrich
= 100 ng/ml Milieude  LPS Escherichia Coli 0127 : B8

culture L3129-100MG, Sigma

Aprotinine 2 uM PBS Bayer, Lyon, France
Acide Milieu de Acide
Tranexamiaue 10 mM S — 4(méthylamino)cyclohexanecarboxylique
q 87653 , Sigma
PJ34 . .
1;10;50; 100 uMm PBS P4365, Sigma-Aldrich,

Eau PPI : eau pour préparation injectable, PBS : phosphate buffer saline.

2. Observation de la morphologie cellulaire

La morphologie des cellules est observée a I'aide d’un microscope inversé (VWR, Fontenay Sous-Bois,
France), puis des photos représentatives des cultures sont prises (Moticam camera 580 5.0 MP,

Motic, Barcelona, Spain).

3. Evaluation de la survie des cellules

La viabilité cellulaire évaluée par le test MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide) est réalisée sur des cellules ensemencées dans des plaques de 96 puits (Kit MTT : TOX-1,
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Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Le principe de ce test est basé sur la réduction du
MTT qui est de couleur jaune, en un produit violet, le formazan, par les deshydrogénases
mitochondriales présentes dans les cellules viables. Ainsi, I'intensité de la coloration violette est
proportionnelle au nombre de cellules dont I'activité mitochondriale est intacte.

Tout d’abord, le MTT est reconstitué dans du milieu DMEM (Low Glucose Phenol Red Free ; D2429,
Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Un volume de 10 pl de cette solution est ajouté dans
chaque puits. La plaque est ensuite incubée 3 heures a 37 °C et 5% de CO, a I’abri de la lumiére. A la
fin de I'incubation, 100 pl d’une solution de solubilisation (solution d‘arrét) sont ajoutés dans chaque
puits; l'absorbance a 570 nm corrigée par l'absorbance a 690 nm est alors mesurée au

spectrophotomeétre (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH, Champigny sur Marne, France).

4. Evaluation de la mort cellulaire

La mort cellulaire est déterminée par la mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) relarguée dans le
milieu de culture par les cellules mortes. La LDH est une enzyme qui catalyse la conversion du
pyruvate en lactate, avec comme co-facteur le NADH qui est converti en NAD". Le principe du dosage
consiste a suivre la diminution de I'absorbance du NADH a 340 nm en présence de pyruvate. La
pente de la cinétique de disparition du NADH est proportionnelle a la concentration de LDH
relarguée dans le milieu de culture par les cellules mortes.

Pour ce faire, 50 ul de milieu prélevé dans chaque puits sont déposés en triplicates dans une plaque
de 96 puits. Un volume de 100 pl de NADH a 0,3 g/l (1481913, Calbiochem) et 20 ul de pyruvate a
0,325 g/l (P2256, Sigma Aldrich) sont ensuite additionnés dans chaque puits. L’absorbance est suivie
pendant 5 minutes (une lecture toutes les 30 secondes) a l'aide d'un spectrophotometre
(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH, Champigny sur Marne, France). Les valeurs des pentes sont
calculées a partir des droites obtenues représentant I'absorbance en fonction du temps. Ces pentes
sont exprimées en unité d’absorbance par unités de temps (UA/sec). Les mesures obtenues sont
ensuite converties en pourcentage de mort cellulaire a I'aide d’une valeur contréle « Full Kill » (FK)
qui correspond a 100% de mortalité. Pour obtenir la condition « Full Kill » les cellules ont été traitées
par une solution de Triton X-100 a 0.1% (T 8787, Sigma Aldrich) pendant 2 heures.

5. Dosage des microvésicules endothéliales (MVE)

A) Isolation des microvésicules endothéliales
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Les microvésicules endothéliales sont isolées a partir du milieu de culture des cellules bEnd.3. Dans
un premier temps, les cellules sont ensemencées dans des plaques de 24 puits. Un volume de 1,5 ml
de milieu de culture est récupéré a la fin de chaque expérience en rassemblant le volume de 5 puits
de méme condition de traitement. Dans un second temps, un protocole de centrifugation spécifique
est réalisé et permet d’isoler les microvésicules endothéliales.

Ce protocole consiste en une premiere centrifugation (600 g, 15 minutes, 4°C) qui permet d’éliminer
les débris cellulaires, puis une seconde centrifugation (20 500g, 90 minutes, 4°C) qui permet d’isoler
le culot de MVE. Le culot obtenu est ensuite suspendu dans du tampon PBS (1X) filtré a 0,1 um (pour
un volume initial de milieu de culture de 1,5 ml par exemple, le culot est alors suspendu dans 150 pl
de PBS (rapport 10 :1). Enfin, les échantillons sont conservés a -40°C jusqu’au jour du dosage par

cytométrie en flux (figure 27).

Tampon PBS 1X

feo00
0000
0000
0000
0000
0000

Culot microvésiculaire

Centrifugation 2
(20 500 x g, 90 minutes, 4°C)

&

Centrifugation 1
(600 x g, 15 minutes, 4°C)

Figure 27 : Les différentes étapes d’isolation des microvésicules endothéliales
PBS=Phosphate Buffer Saline.

B) Principe du dosage des MV par cytométrie en flux

Les MV présentes dans les échantillons sont détectées grace a un cytometre en flux de derniere
génération, de haute résolution et grande sensibilité (Gallios, Beckman Coulter, Brea, CA, Etats-Unis).
L'utilisation de billes de calibration (diametre: 0.3, 0.5 and 0.9 um; Megamix-Plus FSC 7802,
Biocytex, Marseille, France) permet de définir, en fonction de la taille (forward scatter; FS), une
fenétre d’analyse dans laquelle se trouvent les évenements de type microvésiculaire dont le

diameétre est inférieur a 1 um (figure 28).
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Figure 28 : Dot plot représentatif de calibration du cytometre en flux utilisé
pour le dosage des microvésicules endothéliales.

La fenétre des éléments de taille microparticulaire est définie ici grace a des billes de calibration
fluorescentes de taille (0.3, 0.5, 0.9 um) en forward scatter (FS) et fluorescence (FL1). Protocole FS

trigger, seuil=12, voltage FL1=472 FL2=298 ; voltage FSC=716, SSC=539, FS gain = 20, SS gain = 5.

L’utilisation de billes de quantification ajoutées en quantité connue dans les échantillons (SPHERO™,
AcFP-50-5, Spherotech, lllinois, Etats-Unis) permet de quantifier ces événements pour en déduire la

concentration par pl d’échantillon selon la formule :

Cwmv = (Nbmy X Vpittes XCittes)/ (Nbpities X Vimv)

Cwv = Concentration en microvésicules ; Nbyy = Nombre de microvésicules mesurées ; Vpies = Volume
de billes utilisé ; Cpiles = Concentration de billes dans le lot spherotech utilisé ; Nbyjes = Nombre de

billes mesurées ; Vyy = Volume d’échantillon utilisé

Un marquage en fluorescence des phosphatidylsérines est ensuite réalisé grace a I’AnnexineV
couplée au fluoroisocyanate FITC (AnnV-FITC ; 2,5 pg/ml; IM3546, Beckman Coulter, Brea, CA, Etats-
Unis). Ce marquage en fluorescence permet de mesurer le pourcentage d’éléments de taille
microvésiculaire positifs au marquage AnnexineV. L’analyse des résultats est réalisée a I'aide du
logiciel Flow-Jo (version 10.0.7; TreeStar, Ashland, OR).

C) Marquage des MVE par I'annexine V et dosage par cytométrie en flux
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a. Principe du marquage

Les MVE sont détectées grace a un marquage a I’AnnexineV (AnnV). En effet, en présence de calcium,
I’AnnV se lie de maniere spécifique a la phosphatidylsérine présente sur le feuillet externe des MVE.
L'annV couplée au fluoroisocyanate (FITC) est détectée par fluorescence au cytomeétre en flux
(Gallios, Beckman Coulter, Brea, CA, Etats-Unis) en florescence FL1. Le marquage non spécifique est
détecté en incubant les échantillons avec I’AnnV en absence de calcium et en présence d’EDTA (acide
éthyléne-diamine-tétraacétique), un agent chélateur de calcium (figure 29). La concentration
d’évenements de taille microvésiculaire marqués spécifiguement a '’AnnV (MVE_AnnV+) contenus

dans chaque échantillon est calculé selon la formule :

Cwmv AnnV+ / pl = Cyy x (% AnnV+ (tube positif) - % AnnV+ (tube négatif))

100
Cmv AnnV+ / ul = concentration en microvésicules AnnV positives ;
% AnnV+ (tube positif) = pourcentage d’évenements annexine V positifs dans le tube avec calcium

% AnnV+ (tube négatif) = pourcentage d’évenements annexine V positifs dans le tube sans calcium

Pour chaque série de culture (n), ce nombre est rapporté a la valeur des cellules contréles

correspondantes et est exprimé en pourcentage.

Marquage AnnV_FITC Sans Ca?* Marquage AnnV_FITC + Ca?* (5mM)

10° Lt 0.229 5 92.8
. AnnV+ ‘ '
102
= g
(U]
3 2
- iy
2 10" o
k%) =
= =
©
o
10° 5 10° 5
————— —rT———
10° 10° 102 10° 10° 10 102 10°
Fluorescence, FITC (FL1-I0G) Fluorescence, FITC (FL1-l0G)

Figure 29 : Détection des microvésicules endothéliales par cytométrie en flux
FS=forward Scatter ; FITC= fluoroisocyanate
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b. Protocole de marquage

Trois préparations sont réalisées pour chaque échantillon :

- La premiére préparation correspond au tube de numération (tube num). Elle contient selon
les études un volume de 10 ou 30 ul d’échantillon dilué dans respectivement 100 ou 80 pul de tampon
(HEPES 10 mM pH 7,4 ; NaCl 140 mM). Un volume de 10 ul de billes de quantification (SPHEROTM,
AcFP-50-5, Spherotech, Illinois, Etats-Unis) est ajouté au mélange qui est immédiatement analysé au

cytométre en flux, afin d’en déduire le nombre de MV par ul d’échantillon.

- La deuxieéme préparation correspond au tube AnnV+/Ca*". Elle contient un volume de 10 ou
30 pl d’échantillon incubé dans respectivement 110 ou 90 pl de tampon contenant du calcium
(HEPES 10 mM pH 7,4 ; NaCl 140 mM ; CaCl, 5 mM) et en présence d’AnnV couplée au FITC (AnnV-
FITC, 2,5ug/ml; IM3546, Beckman Coulter, Brea, CA, Etats-Unis) pendant 30 minutes a 4°C a

I'obscurité.

- La troisieme préparation correspond au tube contréle négatif et contient le méme volume
en échantillon que pour les préparations 1 et 2. L’annexineV-FITC est diluée dans un tampon
dépourvu de calcium (HEPES 10 mM pH 7,4 ; NaCl 140 mM), en présence d’EDTA (1,6 mM ; EDTA
disodique ; E5134, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).

Tous les tampons utilisés sont préalablement filtrés avec des filtres 0,1 um.

Les préparations sont lancées pour I'analyse en cytométrie dans I'ordre. Les images des acquisitions
sont ensuite analysées avec le logiciel Flow-Jo afin d’en déduire le taux de micorvésicules selon les
formules exposées précédemment.

6. Dosage des corps apoptotiques

Le taux de corps apoptotiques contenus dans les échantillons ayant été utilisés pour le dosage des

microvésicules a été mesuré par cytométrie en flux.
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a. Principe du marquage

Les corps apoptotiques sont détectés grace a un double marquage des phosphatidylsérines par
I’AnnexineV couplée a I'allophycocyanine (APC) (AnnV-APC, 550474, BD Pharmingen™), et des acides
nucléiques (ADN) par l'iodure de propidium (IP ; P16063 ; Invitrogen). L'iodure de propidium est un
colorant rouge fluorescent qui peut diffuser a l'intérieur des corps apoptotiques puisque leur
membrane est perméable. Il se lie ensuite a I’ADN en s’intercalant entre les bases nucléiques.

Ce marquage en cytométrie permet de définir dans la fenétre d’analyse des fluorescences une zone
qui inclut des évenements de taille inférieure a 1um marqués positivement a I’AnnV-APC et a 'iodure

de propidium et qui correspondent aux corps apoptotiques (figure 30)

i1.86e-3 1.26

AnnV+/IP+

Fluorescence, IP (FL2-LOG)

89.2

T

103

Fluorescence, Annv_APC (FL6-LOG)

Figure 30 : Détection des corps apoptotiques par cytométrie en flux
apreés un marquage AnnV-APC/IP
IP =iodure de propidium ; AnnV-APC = Annexine V couplée a I’APC.

b. Protocole de marquage
Comme pour le marquage AnnV-FITC, différentes préparations sont réalisées :
- La premiére préparation correspond au tube de numération (tube num). Elle est composée

d’un volume de 10 pl d’échantillon dilué dans 100 pl de tampon (HEPES 10 pH 7,4mM ; NaCl 140

mM). Un volume identique de billes de quantification (10 pl; SPHERO™, AcFP-50-5, Spherotech,
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lllinois, Etats-Unis) est ajouté au mélange qui est immédiatement analysé au cytométre en flux, afin

d’en déduire le nombre de corps apoptotiques par pl d’échantillon.

- La deuxieme préparation correspond au tube controle négatif du marquage de l'iodure de
propidium (AnnV+ IP-). Elle contient un volume de 10 pl d’échantillon dilué dans 110 pl de tampon
contenant du calcium (HEPES 10 mM pH 7,4 ; NaCl 140 mM ; CaCl, 5 mM) et incubé en présence
d’AnnV couplée a I'APC (AnnV-APC, 550474, BD Pharmingen™) pendant 30 minutes a 4°C a

I'obscurité.

- La troisieme préparation correspond au tube (AnnV+ IP+). Elle contient également un
volume de 10 ul d’échantillon dilué dans 107,6 pl de tampon contenant du calcium (HEPES 10 mM
pH 7,4 ; NaCl 140 mM ; CaCl, 5 mM), I’AnnV couplée a I’APC (AnnV-APC, 550474, BD Pharmingen™)
et incubé pendant 30 minutes a 4°C a I'obscurité. Un volume de 2,4 ul d’iodure de propidium

(1mg/ml) est ajouté a la fin de I'incubation juste avant la lecture au cytometre.

- La quatrieme préparation correspond au tube contréle négatif du marquage AnnexineV
(AnnV- IP+). Elle contient un volume de 10 pl d ‘échantillon incubé avec d’AnnV-APC mais dans un
tampon dépourvu de calcium (HEPES 10 mM pH 7,4 ; NaCl 140 mM) en présence d’EDTA a 1,6 mM.
Un volume de 2,4 ul d’iodure de propidium (1 mg/ml) est ajouté comme précédemment a la fin de
I'incubation juste avant la lecture au cytométre.

Comme pour les précédentes expériences, les tampons utilisés sont préalablement filtrés avec des
filtres 0,1 um. Les différentes préparations sont examinées en cytométrie. Les images d’acquisition
sont ensuite analysées par logiciel Flow-Jo afin de déterminer le pourcentage de corps apoptotiques

AnnV+ IP+.

Il. Expérimentations in vivo

Toutes les expériences in vivo ont été réalisées chez des souris males Swiss d’un poids compris entre
27 et 32 g (Janvier, Le Genest Saint Isle, France), en accord avec la directive européenne 2010/63/UE
et les réglementations francaises (décret 2013-118) sur la protection des animaux utilisés en
expérimentation. Une autorisation de projet a été accordée par le Ministere de la Recherche (projet
numéro 03132.02), le projet ayant recu un avis favorable du Comité d’éthique en expérimentation

animale n°34 (Paris Descartes).
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Differents modeles d’ischémie cérébrale chez la souris ont été utilisés durant ma thése. Les

ischémies chez la souris ont été réalisées par notre technicien Bérard Coqueran.

1. Modeéle d’ischémie cérébrale focale par voie endovasculaire

Le modele d’ischémie cérébrale focale par voie endovasculaire consiste en une occlusion de I'artere
cérébrale moyenne (ACM) par un filament de nylon introduit par voie endovasculaire. L’occlusion de

I’ACM est permanente ou transitoire selon les études.

A) Réalisation de I'ischémie chez la souris

Les souris sont anesthésiées soit par injection intrapéritonéale (i.p., 10 ml/kg) d’'un mélange de
kétamine (50 mg/kg) et de xylazine (6 mg/kg) ou par de l'isoflurane (2,5%) suivi d’'une injection de
buprénorphine (0,05 mg/kg). Pendant la phase d’endormissement, les souris sont placées dans une
couveuse thermostatée a 30 °C (environ 7 minutes). Durant toute la chirurgie, le débit sanguin
cérébral du territoire de I’ACM est mesuré. Pour cela, une incision de la peau est réalisée entre I'ceil
et l'oreille gauches, et I'os du crane est dégagé. Une sonde de laser Doppler (MoorLAB, Moor
instruments, Millwey, Royaume-Uni) est collée sur la boite cranienne a 'aide de colle cyanoacrylate
(Loctite®, SUPER GLUE 3, Henkel, France). Les souris sont ensuite placées en décubitus dorsal sur une
couverture chauffante thermostatée reliée a une sonde rectale (Havard apparatus, Ebenbridge, Kent,
Royaume-Uni) afin de les maintenir en normothermie (37 + 0,5 °C). La peau est incisée au niveau de
la région trachéenne. Une goutte de xylocaine 1% (AstraZeneca, Rueil-Malmaison, France) est
déposée au niveau de l'incision. Sous une loupe binoculaire (Zeiss S2, Jena, Allemagne), les glandes
salivaires sont dégagées, puis les muscles sterno-cléido-mastoidiens sont dilacérés de maniére a
dégager 'artére carotide commune (ACC), I'artere carotide externe (ACE) et I’artére carotide interne

(ACI) du c6té gauche.

Pour la réalisation de I'ischémie endovasculaire permanente (figure 31), 'ACC est dégagée du nerf
vague, ligaturée du c6té proximal par un fil de soie (5-0 Ethicon FK870, Issy les Moulineaux, France)
puis occluse temporairement du coté distal par un autre fil de soie. Une artériotomie est ensuite
réalisée au niveau de I'ACC entre les deux fils afin d’y introduire un filament de nylon (Feeling
competition Sensa 36608, Fontenay-sur Eure, France ; 80 um de diamétre) dont I'extrémité est

recouverte de colle thermofusible (Jet Melt, Radiospares, Beauvais, France) sur 3 mm de long
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(diametre final : 190 um pour les souris d’un poids compris entre 27 et 32 g). Le filament est avancé
délicatement dans I’ACI jusqu’a ce que son extrémité vienne occlure I'origine de ’ACM (figure 31).
Afin de réaliser le modele d’ischémie transitoire, le filament est introduit cette fois par I’ACE ouis
avancé via I’ACl jusqu’a 'origine de I'’ACM (figure31).

L'occlusion de I’ACM est controlée par la mesure de la chute de débit sanguin cérébral, calculée en
rapportant le débit mesuré 5 minutes aprés I'occlusion de ’ACM par rapport au débit initial mesuré
avant le début de I'opération. Une chute de débit inférieure a 50% est un critére d’exclusion de
I"animal.

Le filament est soit maintenu en place par un fil de soie noué autour de I’ACC pour induire I'ischémie
de facon permanente, soit retiré au bout d’une heure pour une ischémie transitoire. La plaie est
refermée par quelques points de suture (fil de polyamide 4/0 Ethicon F2416, Issy les Moulineaux,

France).

Afin de prévenir la déshydratation des animaux, une administration de NaCl a 0,9% est réalisée par
voie sous-cutanée (0,5 ml/souris). Les animaux sont ensuite placés dans une couveuse thermostatée
a 30°C avec eau et nourriture. Ont été également inclus dans nos études des animaux témoins-
opérés, c’est-a-dire des animaux qui subissent I'ensemble de la chirurgie excepté I'introduction du

filament.

e

~ ACM

. Ac

— ACE

_—Filament

Figure 31 : Modéle d’ischémie cérébrale focale endovasculaire (intraluminal) chez la souris
ACM = artére cérébrale moyenne ; ACl = artere carotide interne ; ACE = artére carotide externe ; ACC = artére
carotide commune.
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B) Protocole d‘administration des agents pharmacologiques

Le rt-PA (Actilyse®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Allemagne) est commercialisé sous la forme
d’une poudre qui est dissoute dans du NaCl a 0,9% en condition d’asepsie afin d’obtenir une solution
a 2 mg/ml. Cette solution est aliquotée et conservée a -40°C afin de préserver |'activité protéasique
du rt-PA (Wiernikowski et al., 2000).
Le rt-PA est administré a la dose de 10 mg/kg par voie intraveineuse (i.v. ; veine caudale), 6 heures
apres le début de l'ischémie dans le modele d’ischémie permanente et 4 heures apres dans le
modele d’ischémie transitoire. En effet, I'administration du rt-PA a 6 heures dans le modeéle
d’ischémie endovasculaire permanente est considéré comme une administration tardive et délétere
entrainant une aggravation des transformations hémorragiques post-ischémique (Teng et al., 2013).
Les souris témoins-opérées et témoins ischémiées ont regu le solvant du rt-PA (NaCl, 0,9%) selon le
méme protocole.

Le mode d’administration a été établi pour mimer les conditions d’administration du
thrombolytique en clinique : 10% de la dose est administrée en bolus pendant 22 secondes, puis 90%

de la dose en perfusion pendant environ 30 minutes (durée adaptée au poids de la souris) (figure 32).

Début de I'ischémie "‘"‘r‘\lit?;g‘gg/;? ou Euth::::ii: des
| 4 \ < 2 >
T0 T6h ou T4h T6h,8h ou 24h

(selon le modéle) (selon le protocole)

Figure 32 : Protocole d’administration du rt-PA a la suite de I'ischémie chez la souris

Ill. Evaluation de I’expression et de la sécrétion des protéines par Western Blot

L'expression des protéines d’intérét et leur sécrétion ont été évaluées par la technique

d’électrophorese des protéines suivie d’'une immuno-détection par des anticorps dirigés contre les

protéines recherchées (Western Blot).
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1. Préparation des échantillons

A) Préparation des échantillons de cellules

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 24 puits. A la fin de chaque traitement, les
surnageants de culture sont retirés et les cellules sont lavées avec du tampon PBS chauffé a 37°C
(500 pl/puits). Un volume de 30 pl de tampon de lyse (Tris-HClI 50 mM pH 7,4 ; NaCl 150 mM ; NP-40
(Nonidet P40) 1% ; SDS 10% ; desoxycholate de sodium 0,1%) est ajouté dans chaque puits. A |'aide
d’une pointe de pipette prédécoupée, les cellules sont grattées afin d’accélérer I'action du tampon
puis incubées pendant 30 minutes a 4°C. Les lysats cellulaires récupérés sont ensuite centrifugés a

10 000 g pendant 10 minutes a 4°C afin de récupérer la fraction protéique soluble. Une partie des

surnageants est utilisée pour le dosage des protéines par la méthode BCA (Bicinchoninic Acid Protein
Assay) (voir paragraphe 111.2.B) ; le reste est dilué au 1/2 dans du tampon de Laemmli en conditions
réductrices (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 ; glycérol 10% ; R-mercaptoéthanol 5% ; SDS 4%), puis chauffé
durant 10 minutes a 95°C. Les échantillons sont conservés a -40°C jusqu’au jour de |'électrophorese
des protéines.

Le culot cellulaire est quant a lui lavé une seconde fois avec le méme tampon de lyse (150 pl), afin
d’éliminer les protéines solubles piégées dans le culot. La suspension est ensuite centrifugée a
10 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot qui correspond a la fraction

protéique insoluble est solubilisé dans du tampon de Laemmli en conditions réductrices. Les

échantillons sont chauffés durant 10 minutes a 95°C. Une partie de cette fraction est utilisée pour le
dosage des protéines par la technique EZQ™ (voir paragraphe I11.2.A) et 'autre partie est conservée a

-40°C jusqu’au jour de I'électrophorése des protéines.

B) Concentration des milieux de culture

Le milieu de culture est retiré a la fin de chaque traitement. Un volume correspondant a 2 ml est
alors obtenu en regroupant le volume de 5 puits de méme condition. Les tubes sont ensuite placés
dans de la glace a 4°C apres y avoir ajouté 30 ul d’une solution mere d‘inhibiteur de protéase (1
pastille/100 ul ; Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail Tablets 04693124001, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Allemagne). Les tubes sont centrifugés 10 minutes a 3 000 g a 4°C pour éliminer

les cellules en suspension et les gros débris cellulaires qui pourraient colmater le filtre.

115



Les protéines contenues dans les surnageants de la premiére centrifugation sont ensuite concentrées
a I'aide de tubes de concentration possédant un seuil de filtration d’environ 3 kDa (Microsep™
Advance Centrifugal Device; 3K MWCO ; MCP003C41 ; PALL Corporation). On dépose 1,5 ml de
surnageant dans la partie supérieure des tubes au contact de la membrane filtrante et une deuxiéme
centrifugation est alors réalisée pendant 75 minutes a 3 000 g a 4°C. Cette centrifugation permet de

récupérer les protéines d’'une masse moléculaire supérieure a 3 kDa dans un plus petit volume de
milieu (environ 150 pl). Les surnageants obtenus sont dilués au % dans du tampon de Laemmli en

condition réductrice, chauffés pendant 10 minutes a 95°C, et conservés a -40°C jusqu’au jour de

I’électrophorese des protéines.

C) Prélévement et préparation des échantillons de tissus

a. Prélevement des échantillons de tissus

Immédiatement apres prélevement de sang, les souris sont euthanasiées, les cerveaux sont prélevés
puis 7 coupes coronales de 1 mm d’épaisseur sont réalisées a I'aide d’'un chopper (Mickle Laboratory
Engineering, Gomshall Surrey, Royaume-Uni). Les cortex des coupes de I'hémisphére ischémié
(ipsilatéral) et non ischémié (controlatéral) sont prélevés. Les coupes 1-3-5 sont rassemblées dans un
tube, de méme que les coupes 2-4-6 (figure 33). Les échantillons sont immédiatement congelés a —

40°C jusqu’au jour de leur broyage.

Hémisphére Hémisphere
ipsilatéral controlatéral
Tranches (1-3-5) LN L

1T mm 1

2
& 3
4

: —

% 6 —
-

Tranches (2-4-6)

Figure 33 : Préléevement des échantillons de tissu cérébral
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b. Broyage des échantillons de tissu

Le broyage des tissus est réalisé dans un tampon de broyage constitué de : 25 mM Tris/HCIPH 7,6 ; 1
mM d’EDTA ET 2% de SDS. Une pastille d’inhibiteur de protéases EDTA free est additionnée pour un
volume de 10 ml de tampon (500 pl pour 50 mg de tissu). Les échantillons sont broyés a I’'Ultra Turax
(tige T8) pendant 3 fois 5 secondes a froid. Ills sont ensuite soniqués pendant 3 fois 5 secondes a la
puissance (30 Watts) a froid (le tube est maintenu dans la glace). Les homogénats sont centrifugés
pendant 30 minutes a 4°C a 14 000 g. Un volume de 50 pl de surnageant est prélevé et additionné a
50 pl de tampon de Laemmli. Les tubes sont alors chauffés pendant 10 minutes a 95°C. La fraction de
surnageant utilisée pour le dosage des protéines est diluée au % avant le dosage par une technique

BCA.

D) Prélevement et préparation des échantillons de plasma

Les souris sont anesthésiées par une injection i.p. de pentobarbital disodique (60 mg/kg, Ceva Santé
Animale, Libourne, France) puis placées en décubitus dorsal. La paroi abdominale est incisée en
prenant soin de ne pas abimer le diaphragme, les visceres sont dégagés grace a une pince a bout
rond. Un prélevement sanguin est réalisé dans la veine cave inférieure a I'aide d’une seringue de 1 ml
et d’une aiguille 27G. L’ensemble seringue/aiguille est préalablement rincé soit dans une solution de
citrate (0,130 M) ou d’EDTA potasique (0,5 M, ethylene diamine tetraacetic acid dipotassium salt
dihyrate ; Sigma Aldrich). Le sang est récupéré dans des tubes eppendorfs de 1,5 ml contenant de
I’EDTA potassique (5ul EDTA a 0,5M pour 500 pl de sang) ou de citrate (0,130 M). Deux
centrifugations sont ensuite réalisées dans les 2 heures qui suivent le prélevement : une premiere
centrifugation a 1 500 g pendant 15 minutes a 20°C permet d’obtenir un surnageant qui correspond
au plasma pauvre en plaquette (PPP). La seconde centrifugation est réalisée sur ce surnageant a
13 000 g pendant 10 minutes a 20°C et permet d’obtenir du PFP (platelet free plasma). Ce dernier est

aliquoté et congelé a -40°C.

2. Dosage des protéines

A) Méthode EZQ

Le dosage des protéines est réalisé par fluorescence a 'aide du réactif contenu dans le kit « EZQ®

Protein Quantitation » (R33200, Molecular Probes, Interchim, Clichy, France). Une gamme étalon
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comprise entre 0,05 et 1,6 mg/ml est réalisée a partir d’une solution d’ovalbumine fournie dans ce
kit et diluée dans du tampon de Laemmli. Les échantillons, ainsi que chaque point de gamme sont
déposés en triplicates (1 pl par dépot) sur une feuille de papier (fournie par le fabricant du kit)
positionnée sur une plaque d’adaptation pour le format 96 puits. La membrane est ensuite séchée et
les protéines sont alors fixées et lavées dans du méthanol (40 ml/membrane) pendant 5 minutes
sous agitation. A la fin de |'agitation, la membrane est une nouvelle fois séchée avant d’étre incubée
en présence du réactif EZQ® (40ml/membrane) pendant 30 minutes sous agitation et a I'abri de la
lumiére. Les membranes sont rincées 3 fois pendant 2 minutes sous agitation avec un mélange acide
acétique 7%/ méthanol 10%. La fluorescence mesurée au fluorimétre est proportionnelle a la

guantité de protéines présentes dans les échantillons (excitation : 440 nm, émission : 620 nm).

B) Méthode BCA

Le dosage des protéines est réalisé par la méthode BCA (acide bicinchoninique) a I'aide du kit
« Bicinchoninic Acid Protein Assay » (BCA1, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Le
principe de ce dosage repose sur la formation d’un complexe protéine-Cu®* en condition alcaline,
suivie d’une réduction du Cu** en Cu®’. l'ion Cu’, en formant un complexe violet avec le BCA, est
détecté par colorimétrie. L’absorbance mesurée est proportionnelle a la quantité de protéines
présentes dans |’échantillon. L’étalonnage est réalisé a I'aide d’'une gamme d’albumine sérique
bovine (A3059, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) comprise entre 0,1 et 1,5 mg/ml.

Le réactif de travail est préparé extemporanément. Il est constitué de réactif A (bicinchoninoate de
sodium en milieu alcalin; B9643, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et de réactif B
(solution de pentahydrate de sulfate de fer Il a 4%, Sigma-Aldrich C2284-25) dans un rapport 50 :1.
Le réactif est agité jusqu’a obtention d’une coloration homogene vert clair.

Les échantillons ainsi que les différents points de gamme sont déposés en duplicate sur une
microplaque de 96 puits a raison de 20 pl par puits. Ensuite, 200 ul de réactif de travail sont ajoutés a
chaque puits. Aprés une incubation pendant 30 minutes a 37°C, I'absorbance a 562 nm est mesurée a

I’aide d’un spectrophotomeétre (SPECTROstar"*", BMG LABTECH, Champigny sur Marne, France).

3. Electrophorése des protéines et immuno-détection

La technique d’électrophorése consiste a séparer les protéines d’'un échantillon par I'utilisation d’un

courant électrique. L'utilisation de SDS lors de la préparation des échantillons va permettre une
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séparation des protéines selon leurs masses moléculaires. Aprés électrotransfert sur une membrane,

la protéine d’intérét pourra étre révélée a I'aide d’un anticorps (Ac) spécifique.

A) Electrophorése

Les protéines des échantillons sont déposées en quantité constante sur un gel de concentration en
polyacrylamide a 4,15% (acrylamide/bisacrylamide 4,15%/0,1%). Les protéines sont ensuite séparées
dans un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes a 7,5 ou 12 % d’acrylamide
(acrylamide/bisacrylamide 7,5%/0,2% ou 12%/0,3%). La migration des échantillons a travers le gel de
concentration est réalisée sous courant constant (25 mA/gel) et en présence de tampon
d’électrophorése (Tris 25 mM — glycine 192 mM — SDS 0,1%). Un marqueur de masse moléculaire (5
ul/puits ; RPN8OOE, Full-Range rainbow, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France) est déposé en

méme temps sur chaque gel.

B) Electrotransfert

Les protéines contenues dans le gel sont ensuite transférées par électrotransfert sur une membrane
de polyvinylidene difluoride (PVDF; porosité 0,2 um ou 0,45 um). Les membranes ont été
préalablement activée dans de I’éthanol absolu pendant 1 minute avant leur utilisation. Le transfert
est réalisé pendant 1 heure a 100 Volts dans un tampon de transfert (Tris Base 50 mM - glycine

384 mM - 20% d’éthanol).

C) Blocage des sites non spécifiques et immunomarquage

A la fin du transfert, les membranes sont incubées pendant 1 heure a température ambiante sous
agitation dans une solution de T-TBS a 0,1% (Tris 10 mM - NaCl 142 mM - pH 7,6 - 0,1% de
Tween®20) contenant du lait écrémé dont la concentration dépend de I'anticorps utilisé (voir tableau
7). Les membranes sont ensuite incubées toute la nuit a 4°C en présence de I’Ac primaire dilué dans
la solution de blocage (voir tableau 7). Aprés 3 lavages (1x15 minutes puis 2x5 minutes) dans du
tampon T-TBS a 0,1% de Tween®20, les membranes sont mises en présence d’un Ac secondaire dilué
dans la solution de blocage pendant 1 heure sous agitation, a température ambiante et a I'abri de Ia
lumiére (tableau 7). L’anticorps secondaire est couplé a HRP (HorseRadish Peroxidase) pour une

révélation par ECL (chimioluminescence) et a FITC (fluorescein isothiocyanate) pour une révélation
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par ECF (chimiofluorescence). Trois lavages sont ensuite réalisés (1x15 minutes et 2x5 minutes) dans

du tampon T-TBS a 0,1%.

D) Révélation

a. Révélation par chimioluminescence (ECL)

Le systeme de révélation Enhanced Chimio Luminescence (ECL) select consiste a ajouter sur chaque
membrane pendant environ 5 minutes, 1 ml d’'un mélange de luminol/peroxyde (RPN2235, GE-
Healthcare, Velizy-Villacoublay, France). L’action de la peroxydase HRP couplée a I’Ac secondaire sur
la solution de peroxyde entraine I'oxydation du luminol conduisant a une émission de lumiere. Cette
émission de lumiere est révélée par |'utilisation de film photographique (Z373508, Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France) et elle est proportionnelle a la quantité de protéines sur la

membrane.

b. Révélation par chimiofluorescence (ECF)

Cette technique de révélation nécessite une amplification du signal via la fixation d’un Ac tertiaire
anti-fluorescéine couplé a la phosphatase alcaline dilué au 1/2000°™ dans la solution de blocage.
Apres 1 heure d’incubation sous agitation, a température ambiante et a I'obscurité, les membranes
sont lavées dans du tampon T-TBS a 0,1%. Un volume de 1 ml de substrat Enhanced Chimio
Fluoresecence (ECF, RPN5781 du Kit ECF, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France) est ensuite
additionné sur chague membrane. La révélation et la quantification se font a I'aide d’un Storm 860
(Amersham-Pharmacia Biotech, Orsay, France). Une semi-quantification a été réalisée avec le logiciel

ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics, Foster City, California, USA).
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Tableau 7 : Conditions expérimentales utilisées au cours du Western Blot

Protéine Blocage
d’intérét (% de lait)

Ac primaire Ac secondaire

Ac de lapin anti-HMGB1 Ac anti-IgG de lapin, couplé FITC
HMGB1 5% (Ab18256 ; Abcam ) (RPN5780, Amersham)
Dilution : 1/1000 Dilution: 1/1 000
Ac de lapin anti-Actine Ac anti-IgG de lapin, couplé FITC
Actine 5%-3% (A2066 ; Sigma) (RPN5780, Amersham)
Dilution : 1/1000 Dilution: 1/1 000
Ac de lapin anti-Histone Ac anti-IgG de lapin, couplé FITC
Histone 5%-3% (HO164. Sigma) (RPN5780, Amersham)
Dilution : 1/10000 Dilution: 1/1 000

Ac polyclonal de lapin anti-PARs

. . . ,
PAR 3% (4336-BPC-100. Trevigen) Ac anti IgG de lapin couplé HRP
. . Ac anti-IgG de lapin, couplé FITC

VEGF-A 5% O HEIRY IS (RPN5780, Amersham)

(s¢-152; Santa Cruz) Dilution: 1/1 000

Le poids moléculaire des protéines révélées a été calculé en comparant leurs distances de migration
a celles des marqueurs de masse moléculaire ayant migré dans le méme gel. Les bandes ont été
guantifiées lors de la révélation par I'ECF a I'aide du logiciel ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics,
Foster City, California, USA). Les résultats sont exprimés en unités arbitraire (UA) corrigées par une
protéine controle. L'actine a été utilisée pour les corrections des protéines contenus dans la fraction
protéique soluble qui contiendrait en outre les protéines cytoplasmiques. L’histone a été utilisée
pour les corrections de la fraction protéique insoluble qui contiendrait les protéines nucléaires

insolubles.

IV. Dosages ELISA

Les concentrations de HMGB1 et de VEGF-A ont été mesurées dans le plasma de souris et, pour
VEGF-A, dans les surnageants de culture, grace a des kits ELISA (ST 51011 IBL International GMBH
pour HMGB1 ; Quantikine ELISA mouse VEGF, MMVO0O, R et D system pour le VEGF-A), qui consistent
en un dosage immunoenzymatique de type sandwich. Les concentrations en HMGB1 et VEGF-A sont
calculées grace a une gamme dont les concentrations sont comprises entre 2,5 et 80 ng/ml pour

HMGBI1 et entre 7,8 et 500 pg/ml pour VEGF-A.
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1. Protocole de dosage de HMGB1 dans le plasma

Cent microlitres de tampon diluant sont répartis dans tous les puits de la microplaque. Ensuite, des
dépots de 10 pl de : tampon diluant (pour les puits blancs de la microplaque), points de gammes,
controle positif et échantillons de plasma sont réalisés. La plaque est ensuite incubée a 37°C pendant
24 heures. Chaque puits de la microplaque est lavé 5 fois avec 400 ul de tampon de lavage. Ensuite,
100 pl de conjugué enzymatique (anticorps conjugué a de la peroxydase) sont additionnés dans
chaque puits. La plaque est alors incubée pendant 2 heures a 25°C puis lavée 5 fois avec 400 pul de
tampon de lavage par puits. Une solution contenant du TMB (Tétra-méthyl-benzidine) et du
peroxyde d’hydrogéne est ajoutée dans chaque puits (100 pl/puits) et la plaque est incubée pendant
30 minutes a température ambiante a I'obscurité. La réaction est ensuite stoppée par I'ajout d’une
solution d’arrét.

L'intensité de la coloration mesurée au lecteur de microplague (Spectro Nano Star Nano, GMH

Labitech) a 450 nm est proportionnelle a la quantité de HMGB1 présente dans chaque échantillon.

2. Protocole de dosage du VEGF-A dans le plasma et dans les surnageants concentrés

Cinquante microlitres de tampon diluant sont répartis dans tous les puits de la microplaque. Ensuite,
des dépobts de 50 pl de : tampon diluant (pour les puits blancs de la microplaque), points de gammes,
contréle positif et échantillons de plasma ou de surnageants sont réalisés. La plaque est ensuite
incubée a température ambiante (25°C) pendant 2 heures. Chaque puits de la microplaque est lavé 5
fois avec 400 pl de tampon de lavage. Ensuite, 100 ul de conjugué enzymatique (anticorps conjugué a
de la peroxydase) sont additionnés dans chaque puits. La plaque est alors incubée pendant 2 heures
a 25°C puis lavée 5 fois avec 400 ul de tampon de lavage par puits. La solution substrat est ajoutée
dans chaque puits (100 pl/puits) et la plaque est incubée pendant 30 minutes a température

ambiante a I'obscurité. La réaction est ensuite stoppée par I'ajout d’une solution d’arrét.

L'intensité de la coloration mesurée au lecteur de microplague (Spectro Nano Star Nano, GMH

Labitech) a 450 nm est proportionnelle a la quantité de VEGF-Aprésente dans chaque échantillon.
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V. Etude de la localisation cellulaire de HMG1 par Immunocytologie

Le principe de cet immunomarquage repose sur la fixation d’un anticorps primaire qui reconnait
spécifiquement les molécules d’intérét. Cette étape est suivie de la fixation sur cet anticorps d’un Ac
secondaire couplé a un fluorochrome. Un marquage des noyaux cellulaires par le DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) permet de situer le marquage de la protéine d’intérét dans la cellule. La

fluorescence est observée au microscope a fluorescence (Zeiss Microscopy , 765505, Germany).

1. Préparation des échantillons

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles (diamétre : 13 mm ; 100048 ; Dominique Dutscher)
disposées dans des plaques 24 puits et recouvertes de poly D-Lysine (P6407 ; Sigma Aldrich) afin de
permettre une meilleure adhésion des cellules.

A la fin du traitement, le milieu de culture est retiré et un lavage (400 pl/puits) avec du PBS stérile

chauffé a 37°C est effectué.

Pour I'étude de l'effet du rt-PA sur la protéine HMGB1 apres perméabilisation, les cellules ont
d’abord été perméabilisées grace a une solution de NP40 (0,1%) pendant 30 secondes. Elles ont
ensuite été fixées avec du paraformaldéhyde (4% dans du PBS, 400 ul/puits; PFA (90-92%)
169650025, ACROS ORGANIC) pendant 12 minutes. Pour les autres expériences sans
perméabilisation, les cellules sont fixées directement aprés le traitement. Aprés trois lavages au PBS,
400 pl d’une solution de cryoprotectant (glycérol 0,2% ; éthylene glycol 0,3%; PBS 0,5%) sont
additionnés dans chaque puits et les cellules sont congelées a -40°C jusqu’au jour de la réalisation de

I'immunocytologie (figure 34).

2. Réalisation de 'immunocytologie

Les cellules fixées sur les lamelles sont décongelées a température ambiante, puis lavées au PBS. La
membrane cellulaire est ensuite perméabilisée a I'aide une solution de PBS - 0.1% Triton™X100 (180
ul/puits) pendant 10 minutes a température ambiante, puis un lavage au PBS est réalisé. Les sites
antigéniques non spécifiques sont ensuite bloqués par une solution de sérum de chevre (D-9023
Sigma ; 5%) pendant 30 minutes a température ambiante. Le sérum a été choisi en fonction de

I’animal chez lequel I'anticorps secondaire utilisé a été produit. Les cellules ont ensuite été incubées
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toute la nuit a 4°C dans une solution d’anticorps primaire dirigé contre la protéine HMGB1 (Ac de
lapin anti-HMGB1 (Ab18256; Abcam) dilué a 1/1000 dans une solution PBS + Serum 5%). Le
marquage est révélé grace a un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome (Alexa Fluor 555 goat
anti-rabbit, A-21428 ; Millipore ; dilution 1/1000) dirigé contre I'anticorps primaire pendant 1h a
température ambiante a 'obscurité. Enfin, apres un lavage, les cellules sont incubées avec le DAPI
pendant 5 minutes. Les lamelles sont montées sur lames dans un milieu Mowiol® (4-88 Sigma-

Aldrich), séchées une journée a température ambiante a 'abri de la lumiére puis conservées a 4°C.

NI XX 2
ODOODDDDOD]

Fixation (paraformaldéhyde 4%)

Perméabilisation (Triton 0,1%)
[ I

Blocage ( Sérum 5%)

| |
Anticorps primaire

| |
Anticorps secondaire

[ I

DAPI
I 1

Milieu de montage Mowiol

Milieu
de montage

Figure 34 : Les étapes de réalisation d’un marquage en immunocytologie
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VI. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés en moyenne + sd (déviation standard). L’analyse statistique des résultats
a été réalisée a I'aide du logiciel Statview 5.0 (Abacus Concept Inc., France) et Graphpad (Prism,

version 5.0c). Les tests statistiques utilisés pour chaque étude sont les suivants :

Pour les études sur les MVE, une analyse de variance (ANOVA) a été réalisé suivie soit d’un test de

Dunnet si les groupes sont comparés au groupe contréle, soit d’un test de Bonferroni dans le cas de
comparaisons multiples. Dans le cas d’'une comparasion entre deux groupes, un test t de Student a

été utilisé.

Pour les études sur HMGBL1 et le VEGF, (in vivo et in vitro) les donées de Western Blot et d’ELISA ont

été réalisées par un test de Kruskal Wallis suivi d’un test U de Mann et Whitney corrigé. Un test de

Kruskal Wallis suivi d’un test Dunn a été réalisée pour les données de viabilité et de mort cellulaire.

Une différence a été considérée significative pour une valeur de P<0,05.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

PREMIERE PARTIE : Etude in vitro de I'implication du rt-PA et de la
plasmine dans la libération des microvésicules endothéliales par les
cellules bEnd.3

Les premieres études sur I'effet du rt-PA dans la production des microvésicules endothéliales (MVE)
ont été réalisées au laboratoire par le Dr. M. Garraud. Ses résultats de thése montraient que le rt-PA
a la concentration de 40 pg/ml entrainait a 24 heures une augmentation de la libération des MVE par
les cellules endothéliales cérébrales murines de la lignée bEnd.3, ils mettaient également en
évidence I'implication de la PARP et de la p38 MAPK (Mitogen Associated Protein Kinase) dans cet
effet.

Dans la continuité de ces travaux, nous avons recherché si cette augmentation de la libération des
MVE observée 24 heures apres traitement par le rt-PA impliquait la plasmine.

Pour ce faire, j’ai d tout d’abord prendre en main la technique de culture cellulaire de la lignée
bEnd.3 (ATCC® CRL-2299™).

Nous avons choisi les cellules bEnd.3 comme modele in vitro afin d’étudier les mécanismes de
toxicité endothéliale du rt-PA observés dans nos modeles in vivo d’ischémie cérébrale. Ces effets
toxiques se traduisent notamment par des altérations de la barriere hématoencéphalique (BHE) et
I"apparition d’hémorragies intracérébrales (El Amki et al.,, 2012 ; Haddad et al., 2013 ; Teng et al.,
2013). Le choix de ce modele cellulaire pour nos études in vitro a été motivé d’'une part parce les
cellules bEnd.3 possédent différentes caractéristiques de BHE, et d’autre part en raison de la
simplicité a cultiver ces cellules. En effet, contrairement aux cultures primaires de cellules
endothéliales, les cellules bEnd.3, conservent leurs caractéristiques méme aprées plusieurs passages
(30 a 40 passages, Brown et al., 2007). Elles présentent des similarités avec le phénotype de BHE in
vivo en exprimant notamment des protéines de jonctions serrées telles que I'occludine, la claudine-5
et les zonula occludens 1 et 2 (ZO-1, Z0-2) (Brown et al., 2007). Les cellules bEnd.3 expriment
également des transporteurs (transporteur de D-glucose (GLUT-1), Glycoprotéine-P, transporteurs
d’acides aminés) ainsi que des protéines associées aux vésicules impliquées dans I’endocytose telles
que la clatherine, la caveoline-1 et la flotilline (Omidi et al., 2003). De plus, il a été montré que ces
cellules présentaient une faible perméabilité au sucrose (Omidi et al., 2003) et a la fluorescéine de

sodium (Watanabe et al., 2013b).
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A I'état constitutif, les cellules bEnd.3 expriment des molécules d’adhérence telles que ICAM-1 et
VCAM-1 ainsi que le facteur de Von Willebrand (Camos et Mallolas et al., 2010). Lorsqu’elles sont
stimulées in vitro par le LPS (lipopolysaccharide) ou par des cytokines comme le TNF, elles sont
capables de surexprimer ICAM-1 (Scott et al., 2004) ainsi que la E et la P-selectine (Yao et al., 1999 ;
pour revue Camos et Mallolas (2010)). Par ailleurs, différentes données montrent que les cellules
bEnd.3 sont sensibles au t-PA. En effet, les cellules bEnd.3 expriment les récepteurs
glutamatergiques de type NMDA (Scott et al., 2007 ; Betszen et al., 2009) et le récepteur LRP (low
density lipoprotein receptor protein). Ces récepteurs sont décrits comme les principaux
intermédiaires des effets du rt-PA au niveau cellulaire. Une étude a d’ailleurs montré que le t-PA
entraine via les récepteurs LRP une surexpression de ICAM-1 par les cellules bEnd.3 (Wang et al.,
2014). Il a également été montré que l'interaction t-PA/LRP était a I'origine de la sécrétion des
métalloprotéases MMP-2,3 et 9 par les cellules bEnd.3 (Suzuki et al., 2009 ; Kim et al., 2017). De plus,
Won et collaborateurs ont montré que le t-PA augmentait d’'une part la perméabilité des cellules
bEnd.3 et d’autre part I’expression du VEGF-A en conditions d’hypoxie (Won et al., 2014).

Au début de nos travaux, nous avons tenté d’optimiser le protocole de culture cellulaire utilisé
jusqu’ici afin de diminuer la variabilité observée pour certains de nos résultats. Ce nouveau protocole
consistait en une synchronisation des cellules dans du milieu de culture dépourvu sérum de veau
foetal (SVF) pendant 24 heures avant le début du traitement. L'idée était qu’une synchronisation
permettrait aux cellules de se retrouver toutes au méme stade de division cellulaire et dans un état
guiescent au moment du traitement.

Dans un premier temps, nous avons vérifié que les cellules bEnd.3 que nous utilisons étaient bien
capables de répondre a un stress par une production de microvésicules endothéliales (MVE). Pour
cela, nous avons choisi de synchroniser les cellules puis de les soumettre a des conditions de stress
oxydant en les traitant par du peroxyde d’hydrogene (H,0,). Nous avons ensuite évalué la viabilité et
la mort cellulaires ainsi que la production de MVE dans le surnageant de culture par cytométrie en
flux. Dans un second temps, nous avons testé I'effet d’'une gamme de rt-PA (10, 20, 40 pg/ml) afin de
reproduire les résultats obtenus par le Dr. Garraud. Enfin, nous avons recherché si la plasmine était
impliquée dans la production des microvésicules endothéliales induite par le rt-PA.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe du Dr. Chantal Boulanger de 'INSERM-U970 au

Paris-Centre de Recherche Cardiovasculaire (PARCC) a I’'hdpital européen Georges Pompidou.
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I. Expériences préliminaires : Recherche d’une libération de MVE aprés stimulation des cellules

bEnd.3

1. Recherche de I'effet du peroxyde d’hydrogéne

a. Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées dans du milieu en présence de sérum de veau fcetal (SVF).
Vingt-quatre heures aprés, un changement de milieu sans SVF est réalisé et les cellules sont incubées
pendant 24 heures supplémentaires sans SVF afin de les synchroniser. Les cellules ont ensuite été
traitées par une gamme de H,0, (0,5 ; 1 et 2 mM) pendant 24 heures (figure 35).

A la fin du traitement, les surnageants de culture ont été récupérés afin d’évaluer le taux de MVE par
cytométrie en flux aprés un marquage des phosphatidylsérines par I'’Annexin V. Le taux de
microvésicules marquées positivement a I'annexine V (MVE_AnnV+) de chaque échantillon est
exprimé en pourcentage par rapport aux cellules contréles de chaque série (n=8/condition de
traitement).

La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) et la mort cellulaire par une mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) libérée
dans le surnageant. Le taux de viabilité est exprimé en pourcentage par rapport aux cellules
contrdles et la mort cellulaire en pourcentage par rapport au Full Kill (FK) qui représente 100% de

mort cellulaire (n=8/condition).

Ensemencement Changement de Traitement H,0, RZ;Z?I?t:eestl:ﬂn\;ft
4x10° cellules/ml milieu (0,5-1 ou 2 mM) cellulaire
] S 4 Milieu +SVF Milieu -SVF Milieu SVF .~ >
T-48h T-24h TO T+24h

Figure 35 : Protocole de traitement par H,0;des cellules bEnd.3 synchronisées

b. Résultats

4+ Dosage des MVE
Apres 24 heures d’incubation, le traitement par H,0, aux concentrations de 0,5 et 1 mM n’entraine
pas d’augmentation de la libération des MVE par les cellules bEnd.3 par rapport au groupe controle

(figure 36). A la concentration de 2 mM de H,0,, une augmentation du taux de MVE de prés de 100%
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est observée par rapport au groupe contrdle (11583+ 11018 MV/ul, versus 5712 + 2718 MVE/ul, P<
0,05).

500~
400+ *

300+

(% des cellules controles)
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Figure 36 : Effet du peroxyde d’hydrogéne sur la libération des MVE par les cellules bEnd.3

apres 24h d’incubation
Les résultats (moyenne * sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles. n= 8/condition. CT= cellules
contrdles.*P< 0,05 versus CT.

4+ Mesure de la viabilité et de la mort cellulaire

Le traitement des cellules bEnd.3 par H,0, aux concentrations de 0,5 et 1 mM ne modifie ni la
viabilité cellulaire ni la mort cellulaire (figure 37). En revanche, a la dose de 2 mM, H,0, entraine une

baisse de la viabilité cellulaire (P< 0,001) ainsi qu’une augmentation de la mort cellulaire (P< 0,01).
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Figure 37 : Effet du peroxyde d’hydrogéne sur la viabilité (A) et la mort (B) des cellules bEnd.3

apres 24h d’incubation
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles pour la mesure de la viabilité et en % de
Full Kill (100% de mort) pour la mesure de la mort cellulaire. n= 8/condition. CT=cellules contrdles. *** : P <0,001 ;
**. P<0,01 versus CT.
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#+ Morphologie des cellules

Au microscope, les cellules contréles forment un tapis cellulaire homogeéne. Le traitement des
cellules par H,0, aux concentrations de 0,5 et 1 mM ne modifie ni la morphologie ni I'organisation du
tapis cellulaire. A la concentration de 2 mM, la densité cellulaire est diminuée. Le tapis cellulaire
présente des zones lacunaires, probablement dues au détachement de cellules mortes a cette forte

concentration de H,0, (figure 38).

Cellules controles 0,5 . 2

H,0, (mM)

Figure 38 : Effet du peroxyde d’hydrogéne sur la morphologie des cellules
La barre d’échelle représente 100 um.

c. Discussion

Au laboratoire, différents stimuli avaient été testés afin d’induire une production de MVE par les
cellules bEnd.3, notamment la thrombine et le TNF (These M. Garraud, 2014). Paradoxalement,
contrairement a ce qui est rapporté dans la littérature, aucun effet n‘avait été observé ni avec le TNF,
ni avec la thrombine (Sapet al., 2006 ; Szotowski et al., 2007 ; Curtis et al., 2009 ; Lee et al., 2014).
Nous avons donc choisi de rechercher dans cette premiére étude I'effet d’'un autre stimulus, le stress
oxydant induit par le peroxyde d’hydrogéne. En effet, dans la littérature, il a été montré que le
traitement des cellules endothéliales HMVEC (Human Lung Microvascular Endothelial Cells) et HAECs
(Human Aortic Endothelial Cells) par le peroxyde d’hydrogéene entrainait une libération de MVE
(Takahashi et al., 2013). De plus, il est bien établi qu’aprés une ischémie cérébrale, il existe une
production importante d’especes réactives de I'oxygene et d’autres radicaux libres responsables d’un
stress oxydant qui participe a la lésion primaire post-ischémique. Ainsi I'association d’un stress
oxydant au rt-PA pour traiter les cellules bEnd.3 permettrait de mimer les processus Iésionnels
observés in vivo.

Nous avons montré dans cette premiére expérience que H,0, a la concentration de 2 mM entraine
une libération de MVE par les cellules bEnd.3 a 24 heures. En revanche, nous avons observé a cette
concentration une diminution de la viabilité associée a une augmentation de la mort cellulaire. Nous
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ne pouvons donc pas exclure que I'augmentation des MVE soit la conséquence d’une mort cellulaire
par apoptose.
Au vu de ces résultats, nous avons décidé dans la suite de nos travaux d’étudier I'effet du rt-PA seul

et non en condition de stress oxydant sur la production des MVE.

2. Recherche de I'effet du rt-PA

A) Effet d’'une gamme de rt-PA sur les cellules bEnd.3 synchronisées

a. Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées comme précédemment dans du milieu de culture
contenant du SVF; puis 24 heures apres, elles ont été incubées dans du milieu dépourvu de SVF
durant 24 heures supplémentaires afin de les synchroniser. Les cellules ont alors été traitées par une
gamme de rt-PA (lot 1, #502074) (10; 20 et 40 ug/ml) pendant 24 heures (figure 39). A la fin du
traitement, les cellules ont été observées au microscope, puis le surnageant a été récupéré afin d'y
doser les MVE. La cytotoxicité du traitement a été évaluée par le test de viabilité cellulaire (MTT), et
par la mesure de la LDH dans le surnageant.

Le taux de MVE_AnnV+ de chaque échantillon et la viabilité cellulaires sont exprimés en pourcentage
par rapport aux cellules contrdles de chaque série (n=8/condition). Le taux de mort cellulaire est
exprimé en pourcentage par rapport au Full Kill (FK) qui représente 100% de mort cellulaire

(n=8/condition).

Ensemencement Changement de Traitement rt-PA D des MVE
4x10° cellules/ml milieu (10, 20, 40 pg/ml) osage des
’ < ; Milieu +SVF < ; Milieu -SVF _\] [/_ Milieu -SVF < ; >
T-48h T-24h TO T+24h

Figure 39 : Protocole de traitement par une gamme de rt-PA des cellules bEnd.3 synchronisées

b. Résultats

4+ Effet sur la morphologie

A l'observation au microscope, les cellules bEnd.3 contréles apparaissent confluentes et forment un

tapis cellulaire homogene (figure 40). Le traitement des cellules par le rt-PA entraine une
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modification de leur morphologie : le tapis cellulaire est completement réorganisé, les cellules sont
fusiformes, elles se regroupent et forment des prolongements entre elles ; ces effets sont d’autant

plus marqués que la concentration de rt-PA est élevée.

Cellules contréles

20

rt-PA (pug/ml)

Figure 40 : Effet du rt-PA sur la morphologie des cellules
La barre d’échelle représente 100 um.

4+ Dosage des MVE

Le traitement des cellules bEnd.3 par le rt-PA pendant 24 heures ne modifie pas le taux de MVE par
rapport au groupe contrdle, quelle que soit la concentration de rt-PA utilisée (contréle : 3983 + 1903
MVE/ul ; rt-PA (10 pg/ml) 4169 + 1343 MVE/ul; rt-PA (20 pg/ml) 3627 + 925 MVE/ul ; rt-PA (40
pg/ml) 3248 + 683 MVE/pl), (figure 41).
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Figure 41 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur la libération de MVE par les cellules bEnd.3

synchronisées apreés 24h d’incubation
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles. n= 8/condition. CT = cellules contrdles.
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4+ Mesure de la viabilité et de la mort cellulaire

Le traitement des cellules bEnd.3 par le rt-PA pendant 24 heures ne modifie pas leur viabilité
cellulaire (figure 42A) et n’entraine pas non plus de mort cellulaire quelle que soit la concentration

(figure 42B).

A. Viabilité cellulaire B. Mort cellulaire
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Figure 42 : Effet d’une rt-PA sur la viabilité (A) et la mort (B) des cellules bEnd.3

apres 24h d’incubation
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles pour la mesure de la viabilité et en % de
Full Kill (100% de mort) pour la mesure de la mort cellulaire. n= 8/condition. CT =cellulescontrdles.
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c. Discussion

Dans cette deuxiéme expérience, nos résultats montrent que les cellules bEnd.3 synchronisées ne
liberent pas de MVE apres traitement par le rt-PA pendant 24 heures, que ce soit a la concentration
de 10, 20 ou 40 pg/ml. Or, sur des cellules bEnd.3 non synchronisées, le Dr. Garraud avait montré

une production de MVE par le rt-PA a la concentration de 40 pg/ml (thése M. Garraud, 2014).

Pour la suite de nos travaux, nous avons donc décidé de continuer a ne pas synchroniser les cellules

bEnd.3 afin de préciser les mécanismes a I'origine de la libération des MVE.

B) Effet du rt-PA (40 pg/ml) sur les cellules bEnd.3 non synchronisées

a. Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées dans du milieu contenant du SVF. Vingt-quatre heures
apres, elles ont été traitées par le rt-PA a la concentration de 40 pug/ml pendant 24 heures n=4/
condition (figure 43). Comme précédemment, leur morphologie a été observée au microscope avant
de récupérer le surnageant pour le dosage des MVE. Enfin, des tests de cytototoxicité (viabilité et

mort cellulaire) ont été réalisés.

Ensemencement Traitement rt-PA
4x105 cellules/ml (40 pg/ml) Dosage des MVE
\ J\ /L Milieu +SVF i; Milieu -SVF J\ /L >
T-48h T-24h TO T+24h

Figure 43 : Protocole de traitement par le rt-PA (40 ug/ml) des cellules bEnd.3 non synchronisées
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b. Résultats

4+ Effet sur la morphologie

Le traitement par le rt-PA (40 pg/ml) modifie la morphologie des cellules, comme précédemment,
Les cellules se réorganisent, forment des prolongements entre elles et le tapis cellulaire n’est plus

homogene comparativement aux cellules controles (figure 44).

Cellules contréles rt-PA (40 pg/ml)

Figure 44 : Effet du rt-PA (40 ug/ml) sur la morphologie des cellules a 24 heures
La barre d‘échelle représente 100 pum.

4+ Dosage des MVE

La figure 45A présente des dots-plots représentatifs du marquage en cytométrie de flux des
échantillons de cellules controles et traitées par le rt-PA. Lutilisation de billes de calibration a tout
d’abord permis de définir une zone qui inclut tous les évenements de taille microvésiculaire comprise
entre 0,3 et 1 um. Le marquage des phosphatidylsérines par I’Annexine V (en présence de calcium) a
ensuite permis de mesurer le pourcentage d’éléments de taille microvésiculaire positifs a ce
marquage.

Apres vingt-quatre heures d’incubation, les contréles négatifs (sans ajout de calcium dans le tampon
de dosage) des cellules contréles comme des cellules traitées par le rt-PA présentent un faible taux
de marquage a l'annexine V (bruit de fond négligeable). Les résultats montrent que les cellules
controles libérent un taux de base de MVE de 11670 * 2281 MV/ul. Ce taux est significativement
augmenté de prés de 30% aprés traitement par le rt-PA (40 pug/ml) (15665 + 3996 MV/ul, P<0,01,
figure 45B).
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Figure 45 : Effet du rt-PA (40 ug/ml) sur la libération des MVE par les cellules bEnd.3
apres 24 heures d’incubation
A) Dots plots représentatifs des événements de taille microvésiculaire marqués positivement a I’Annexine V en cytométrie
enflux, pour les cellules contréles et les cellules traitées par le rt-PA, en présence ou non de Ca2+; B) Quantification de
I'effet du rt-PA sur la libération des MVE. Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules
contréles. n= 4/condition. CT = cellules contréles. ** :P<0,01 versus CT.
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4+ Mesure de la viabilité et de la mort cellulaire

La viabilité cellulaire est diminuée de 13% (P<0,05) aprés traitement par le rt-PA (40 pg/ml) pendant
24 heures (P<0,05) (figure 46A). Toutefois, la mort cellulaire a 24 heures n ‘est pas modifiée (figure

468).

A. Viabilité cellulaire B. Mort cellulaire
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Figure 46 : Effet du rt-PA (40 ug/ml) sur la viabilité (A) et la mort (B) des cellules bEnd.3

apres 24h d’incubation.
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles pour la mesure de la viabilité et en % de
Full Kill (100% de mort) pour la mesure de la mort cellulaire. n= 4/condition. CT = cellules contréles. *P<0,05 versus CT.

3. Discussion

Dans la littérature, la majorité des études montre que la déprivation des cellules endothéliales en
sérum n’influence pas I'effet de stimuli tels que le traitement par la thrombine, le TNF ou le PAI-1 sur
la production de MVE, que ce soit sur des cultures primaires (Combes et al., 1999 ; Brodsky et al.,
2002) ou sur des lignées (Sapet et al., 2006). Il a méme été montré que la déprivation des cellules en
sérum, et donc en facteurs de croissance, stimule la libération de MVE (Jimenez et al., 2003;
Mezentsev et al., 2005). Dans nos premiéres expériences, nous avons déprivé nos bEnd.3 de sérum
afin de les synchronise, notre but étant de diminuer la variabilité observée par le Dr. Garraud pour
certains de ses résultats. Or, dans cette série d’expériences, nous avons montré que : 1) le traitement
des cellules synchronisées par H,0, ou par le rt-PA ne modifie pas le taux de base des MVE, hormis
lorsque la mort cellulaire est augmentée (H,0, a 2 mM) ; 2) les cellules non synchronisées traitées
par le rt-PA a la concentration 40 ug/ml libérent des taux de MVE supérieurs a ceux des cellules

contréles.
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Au vu de ces résultats pour la suite des expériences, nous avons choisi de ne pas synchroniser les
cellules avant le traitement par le rt-PA. Les traitements ont toutefois été réalisés dans du milieu
sans sérum comme ce qui se fait couramment en pratique. Le SVF contient en effet de nombreux
facteurs de croissance susceptibles d’interférer avec les agents pharmacologiques utilisés pour le
traitement des cellules et donc de modifier la réponse cellulaire. De plus, ces facteurs de croissance
maintiennent les cellules dans un état prolifératif, ce qui est susceptible de biaiser les effets des

traitements sur les cellules.

En ce qui concerne la morphologie cellulaire, le rt-PA entraine une réorganisation importante du
tapis cellulaire ainsi qu’une modification de la morphologie cellulaire. Le tapis cellulaire n’est plus
uniforme, les cellules sont fusiformes, elles se regroupent en amas et forment des prolongements
entre elles. Des études in vitro réalisées au laboratoire montrent que ces effets sur la morphologie
observés a 24 heures ne sont pas liés a une modification de I'expression des protéines de jonction
serrées (occludine et ZO-1) ou adhérentes (VE-cadherine) (these M. Garraud, 2014). Cependant, les
études in vivo réalisées au laboratoire sur des modeles d’ischémie cérébrale chez la souris (modéle
endovasculaire et modele par injection de thrombine) montrent que le rt-PA aggrave la diminution
de I'expression des protéines de jonction serrée (claudine-5, occludine et ZO-1) et de jonction
adhérente VE-Cadherine, suggérant ainsi leur dégradation (Teng et al., 2013 ; El Amki et al (soumis)).
Toutefois, méme si le rt-PA ne modifie pas I'expression des protéines de jonction in vitro, il pourrait
modifier leur localisation ou phosphorylation, ce qui pourrait étre a l'origine des changements
morphologiques que nous observons. Il a en effet été montré que la phosphorylation des résidus
tyrosine modifie le couplage de I'occludine aux protéines ZO (1,2 et 3), essentiel au maintien de la
BHE (Kale et al., 2003). Dans une autre étude il a été montré que I'augmentation de la perméabilité
des cellules bEnd.3 traitées par le LPS (lipopolysacharide) était due a une relocalisation cytosolique
des protéines occludine et ZO-1 et non pas a une diminution de leur expression (Seok et al., 2013).
Dans la suite de nos expérimentations in vitro nous ne nous sommes pas intéressés d’avantage a ces
changements morphologiques induits par le rt-PA. Nous nous sommes focalisés sur son effet dans la

production des MVE et I'implication de la plasmine dans cet effet.

Apres avoir mis en évidence une libération de MVE par les cellules bEnd.3 aprés traitement par rt-PA

a la concentration de 40 pg/ml, nous avons recherché si cet effet impliquait la plasmine. Les résultats
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obtenus au cours de cette étude associés a ceux du Dr. Garraud ont fait I'objet d’une publication

dans le « Journal of Neurological Sciences » présentée apreés.

Il. Implication de la plasmine dans la production de MVE induite par le rt-PA (Article)

1. Rappel des objectifs

L'article présenté ici regroupe les travaux initiés par le Dr. Garraud sur l'effet du rt-PA dans la
production des microvésicules endothéliales par les cellules bEnd.3, ainsi que les travaux auxquels
j’ai contribué concernant le réle de la plasmine dans ces effets. Ils ont été réalisés en collaboration
avec I'équipe du Dr. Chantal Boulanger au sein du laboratoire 'INSERM-U970 au Paris-Centre de

Recherche Cardiovasculaire (PARCC) a I’hdpital européen Georges Pompidou.

Les objectifs étaient plus précisément de :

7

%+ Rechercher I'effet du rt-PA sur la libération de microvésicules endothéliales par les cellules

bEnd.3, et préciser :

o l'influence de la durée du traitement par le rt-PA
o l'implication de la plasmine dans ses effets

¢ Etudier I'implication des voies classiques de vésiculation dans les effets du rt-PA :

Trois voies ont été examinées mettant en jeu :

o Les caspases

o lap38 MAPK
o _ROCK

< Etudier 'implication de la PARP dans la libération des MVE induite par le rt-PA

L'ensemble des études a été réalisé in vitro sur une lignée de cellules endothéliale cérébrales
murines « les bEnd.3 ». Le dosage des MVE a été réalisé dans le surnagent des cultures cellulaires par
une technique de cytométrie en flux. La morphologie a été évaluée au microscope en contraste de
phase et aprés un marquage en cytochimie. Une évaluation de la cytotoxicité des différents
traitements a été réalisée grace a des tests de viabilité cellulaire (test MTT) et de mort cellulaire

(mesure de la LDH).
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Thrombolysis with recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA) is currently the only approved pharmaco-
logical strategy for acute ischemic stroke. However, rt-PA exhibits vascular toxicity mainly due to endothelial
damage. To investigate the mechanisms underlying rt-PA-induced endothelial alterations, we assessed the role
of rt-PA in the generation of endothelial microparticles (EMPs), emerging biological markers and effectors of en-
dothelial dysfunction.

The mouse brain-derived endothelial cell line bEnd.3 was used. Cells were treated with rt-PA at 20, 40 or 80 pug/ml
for 15 or 24 h, and EMPs were quantified in the culture media using Annexin-V staining coupled with flow cytom-
etry. Rt-PA enhanced EMP release from bEnd.3 cells with a maximal increase at the 40 pg/ml dose for 24 h (+78%
compared to controls). Using tranexamic acid and aprotinin we demonstrated that plasmin is responsible for rt-
PA-induced EMP release. The p38 MAPK inhibitor SB203580 and the poly(ADP-ribose )polymerase (PARP) inhib-
itor PJ34 also reduced rt-PA-induced EMP production, suggesting that p38 MAPK and PARP are downstream in-
tracellular effectors of rt-PA/plasmin. Rt-PA also altered through plasmin the morphology and the confluence of
bEnd.3 cells. By contrast, these changes did not implicate p38 MAPK and PARP.

This study demonstrates that rt-PA induces the production of microparticles by cerebral endothelial cells,
through plasmin, p38 MAPK and PARP pathways. Determining the phenotype of these EMPs to clarify their

role on the endothelium in ischemic conditions could thus be of particular interest.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The only pharmacological treatment for acute ischemic stroke is
currently recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA), a
thrombolytic administered to achieve clot lysis and thus to allow tis-
sue reperfusion. Unfortunately, rt-PA efficacy in clinical practice re-
mains very low because of a modest recanalization rate and the
occurrence of arterial re-occlusion [1-3]. In addition, the use of rt-

Abbreviations: APC, allophycocyanin; BBB, blood brain barrier; DAPI, 4/,6-diamidino-2-
phenylindole; EMPs, endothelial microparticles; FITC, fluorescein isothiocyanate; ICAM-1,
intercellular cell adhesion molecule; LDH, lactate dehydrogenase; LRP, lipoprotein receptor-
related protein; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MMP, matrix metalloproteinases;
PARP, poly(ADP-ribose)polymerase; PI, propidium iodide; PJ34, N-(6-oxo0-5,6-
dihydrophenanthridin-2-yl)-(N,N-dimethylamino)acetamide hydrochloride; ROCK, Rho-
associated protein kinase; rt-PA, recombinant tissue plasminogen activator; TXA,
tranexamic acid; VEGF, vascular endothelial growth factor.

* Corresponding author at: EA 4475 “Pharmacologie de la Circulation Cérébrale”,
Université Paris Descartes, Faculté de Pharmacie de Paris, 4, avenue de I'Observatoire,
75006 Paris, France.

E-mail address: virginie.berthat@parisdescartes.fr (V. Beray-Berthat).

! These authors contributed equally to this work.
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0022-510X/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

PA is limited by the risk of post-ischemic intracerebral haemorrhage,
also called haemorrhagic transformation, which represents the
major complication of this thrombolytic therapy [4]. This well-
known vascular toxicity of rt-PA was reported to be related to the di-
rect proteolytic activity of rt-PA and/or to the activation of matrix
metalloproteinases (MMP), among the most frequently proposed
mechanisms [5,6]. The ubiquitous nuclear enzyme poly(ADP-
ribose)polymerase (PARP) is another recently identified down-
stream effector of rt-PA implicated in its vascular toxicity. Indeed,
rt-PA was shown to increase post-ischemic PARP activity [7], and
we demonstrated that a PARP inhibitor reduced rt-PA vascular toxic-
ity after experimental cerebral ischemia [8,9].

Further investigation of the mechanisms of endothelial damage oc-
curring after rt-PA treatment represents today a major challenge. In
this context, we hypothesized that rt-PA could also mediate its vascular
toxicity through an increase in the production of endothelial micropar-
ticles (EMPs).

Microparticles are membrane vesicles produced by cell activation or
apoptosis. They are characterized by their size (0.1-1 um) and by the ex-
pression of phosphatidylserine on their outer leaflet [10]. Circulating
microparticles, emitted by different cells such as platelets, endothelial
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cells, leukocytes and red blood cells are both biomarkers of cell injury
and an important emerging class of cell-cell messengers involved in var-
ious pathologies, especially in cardiovascular diseases [10-12]. Experi-
mental and clinical data demonstrated that microparticles contribute
to inflammation, thrombosis, vascular tone and angiogenesis [13-15].

Although endothelial microparticles represent a small fraction of the
overall pool of plasma microparticles, an increase in circulating EMP
levels constitute an emerging marker of endothelial dysfunction. With
regard to stroke, clinical studies have shown an increase in circulating
microparticles, more particularly particles derived from endothelial
cells and platelets [16-18]. Moreover, a correlation has been reported
between circulating EMPs of particular phenotypic profiles and the se-
verity of the outcome after acute ischemic stroke [19-21].

The aim of the present study was thus to investigate whether rt-PA
could enhance the production of EMPs using bEnd.3 cells, a mouse
brain-derived endothelial cell line. The involvement of plasminogen/
plasmin in such effects of rt-PA was examined. The contribution of the
main signalling pathways involved in membrane vesiculation and
EMP release (i.e. caspases, Rho-associated protein kinase (ROCK) and
P38 Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)) [22-24], and the poten-
tial role of PARP were also studied.

2. Materials and methods
2.1. Materials

rt-PA (Actilyse®) was purchased from Boehringer-Ingelheim France
(Paris, France), aprotinin (Trasylol®) from Bayer (Lyon, France), the
pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK (FMKO001) from R&D systems (Lille,
France), Alexa Fluor® 555 Phalloidin (A34055) from Invitrogen (Fisher
Scientific, Illkirch, France), and propidium iodide (P16063) from
Invitrogen. Annexin-V coupled with fluorescein isothiocyanate (AnnV-
FITC; IM3614) was obtained from Beckman Coulter (Villepinte, France),
and Annexin-V conjugated to allophycocyanin (AnnV-APC; 550474)
from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). PJ34 (P4365),
tranexamic acid (857653), the ROCK inhibitor Y27632 (Y0503), the
P38 MAPK pathway inhibitor SB203580 (S8307), the in vitro toxicology
assay kit MTT based (TOX-1) and biochemical reagents unless specified
were obtained from Sigma (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France).

2.2. Cell culture and evaluation of morphological changes

Transformed mouse brain endothelial cells bEnd.3 (ATCC® CRL-
2299™, Manassas, Virginia, USA) purchased from Sigma (Sigma-Al-
drich, Saint Quentin Fallavier, France) were cultivated in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 2 mM L-gluta-
mine, 10% fetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 1% non-essential
amino acids, 50 U/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin in a humid-
ified 5% CO, incubator at 37 °C. Cell line passages of <30 were used for
all experiments.

bEnd.3 cells were cultured in 96 well plates (4 x 10 cells/well) to
assess cell viability, and in 24 well plates (2 x 10° cells/well) for the
evaluation of EMP release and morphological changes.

Cell morphology was observed with an inverted-microscope (VWR,
Fontenay sous Bois, France), and images were taken (Moticam camera
580 5.0 MP, Motic, Barcelona, Spain). For fluorescent cytochemistry,
cells were cultured on glass coverslips coated with poly-p-lysine in 24
well plates; 24 h after treatments, cells were washed with phosphate-
buffered saline (PBS 0.01 M, pH 7.4) and fixed for 12 min using 4% para-
formaldehyde in PBS. Cells were permeabilized for 10 min with 0.5% Tri-
ton X-100 in PBS, incubated for 15 min with Alexa Fluor® 555 Phalloidin
(1/50) for actin staining, and for 5 min with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 0.2 ng/ml) for nuclei staining. Coverslips were
mounted with Mowiol® on glass slides and imaged using an

epifluorescence microscope (Olympus BX41 Fluorescence Microscope
Hamburg, Germany).

2.3. EMP isolation and detection by flow cytometry

EMPs were isolated and identified as elements with a size <1 pm and
>0.1 um that were positively labelled by AnnV in a calcium-dependent
manner, according to Vion et al. [25]. All buffers used were filtered
through 0.1 pm filters. Media were collected (1.5 ml) and cell debris
was eliminated by centrifugation (600 g; 15 min; 4 °C). The resulting su-
pernatant was then ultracentrifuged (20 500 g; 90 min; 4 °C) to pellet
EMPs, which were resuspended in 150 pl of PBS and stored at — 80 °C
until analysis.

Samples were analysed using a highly sensitive flow cytometer
(Gallios, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) calibrated with fluorescent
beads (0.3, 0.5 and 0.9 pm in diameter; Megamix-Plus FSC 7802,
Biocytex, Marseille, France) in order to detect events <1 um diameter
(Suppl. Fig. 1). Twenty microliters of EMP resuspended pellet were in-
cubated with 100 pl of AnnV-FITC in AnnV binding buffer (0.04 pg/ml
AnnV-FITC, 10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 7.4) 30 min
at 4 °Cin the dark. As calcium is required for AnnV binding, control ex-
periments were performed in calcium free buffer (10 mM HEPES,
140 mM Nadl, 1,6 mM EDTA, pH 7.4). Flow-count fluorospheres
(Spherotech, Illinois, USA) were used to establish EMP concentration
in the sample. Events were identified on forward scatter and fluores-
cence dot representation. Data were analysed using Flow-]Jo software
(version 10.0.7; TreeStar, Ashland, OR, USA). The experiments were car-
ried out in several series. EMP levels are expressed as a percentage rel-
ative to control cells of each series of experiments.

Annexin V negative EMPs together with the background noise of the
flow cytometer represented <10% of the total number of events.

Levels of apoptotic bodies were estimated as AnnV + propidium io-
dide (PI)+ events. For this purpose, samples were incubated with
AnnV-APC for 30 min in the dark at room temperature and PI was
added right before the measurement (1 pg/ml). <2% of the events
were AnnV + PI+ (data not shown) and were therefore negligible.

2.4. Determination of cell viability

The MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) assay, which measures the cell viability by the determination
of the mitochondrial activity in living cells, was performed with MTT
based TOX-1 kit according to the manufacturer's instructions on cells
in 96 well plates. Briefly, 15 h or 24 h after treatment, 10 pl of MTT
was added to each well. After a 3 hour-incubation at 37 °C, 100 pl of
solubilisation solution was added to each well. The reduction of MTT
to formazan by mitochondrial dehydrogenases within viable cells was
measured using a microplate reader (SPECTRO star™3"°, BMG LABTECH,
Champigny sur Marne, France) at a wavelength of 570 nm and a correc-
tion of interference at 690 nm. The experiments were carried out in sev-
eral series. Viability is expressed as a percentage relative to control cells
of each series of experiments.

2.5. Cell treatment

After 24 h of culture, confluent cells were incubated for 15 h or 24 h
with a serum free medium (control cells) or with the treatments below
diluted in the same serum free medium.

In a first study, cells were treated with a range of rt-PA concentra-
tions (20, 40 and 80 pg/ml). The concentration of 40 pg/ml corresponds
to the blood concentration of rt-PA reached after a 30-minute intrave-
nous injection of rt-PA at 10 mg/kg in rats, which is the protocol used
for experimental thrombolysis [26]. This concentration was framed by
two other doses, the lowest of 20 pg/ml being the concentration of rt-
PA most often encountered in studies using bEnd.3 cells [27-29]. After
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a 15-hour or 24-hour incubation with rt-PA, EMP levels, cell morpholo-
gy and cell viability were evaluated.

In order to examine the implication of plasmin in rt-PA-induced EMP
production, tranexamic acid (10 mM [30]) and aprotinin (2 uM [30])
were added to rt-PA treatment (40 pg/ml) for 24 h. The role of caspases,
ROCK and p38 MAPK in rt-PA-induced EMP release was studied using Z-
VAD-FMK (2.107°> M), Y27632 (10~ ® M) and SB203580 (10~> M) re-
spectively; inhibitors were added 1 h prior to rt-PA treatment and in
combination with rt-PA (40 pg/ml) for 24 h. Concentrations were chosen
according to Vion et al. [25]. Stock solutions of SB203580 and Z-VAD-
FMK were obtained in pure DMSO and then further diluted in medium.
It has been reported that DMSO 0.1%, corresponding to the concentration
present in medium + inhibitor solution, did not affect basal release of
EMPs on human umbilical vein endothelial cells [25]. PJ34 (N-(6-Oxo-
5,6-dihydrophenanthridin-2-yl)-(N,N-dimethyl amino)acetamide hy-
drochloride), a potent PARP inhibitor, was tested to evaluate the role of
PARP-1 in rt-PA-induced EMP production. First, the effect of a range of
PJ34 concentrations (10, 25, 50 or 100 uM) was studied after a 24-hour
incubation. Then, PJ34 at 10 or 100 uM was added 1 h prior to rt-PA
(40 pg/ml) treatment and in combination with rt-PA (40 pg/ml) for 24 h.

2.6. Statistical analysis

Data are presented as mean + SD. Statistical analyses were per-
formed with one-way ANOVA followed by Dunnett's test for compari-
sons between control and treatment conditions, or by Bonferroni
corrected test for multiple comparisons. All statistical tests were con-
ducted using Statview 5.0 (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). P-
values < 0.05 were considered to be statistically significant.
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3. Results
3.1. Effects of rt-PA on bEnd.3 cells: implication of plasmin

3.1.1. Time and concentration dependent effects of rt-PA on EMP release,
cell morphology and viability

3.1.1.1. EMP release. Fig. 1A shows representative forward scatter and
fluorescence dots of samples from supernatants of bEnd.3 cells (e.g.
control and rt-PA 40 pg/ml, 24 hour-incubation). In Ca®*-free condi-
tions, the number of AnnV + EMPs is quasi null (0.229% and 0.249% of
total events for control and rt-PA conditions, respectively) whereas in
the presence of Ca?* (5 mM), AnnV + EMPs represents >92% of total
events (92.8% and 93.5% respectively). Quantification of AnnV + EMPs
from bEnd.3 cells incubated with a dose-range of rt-PA for 15 or 24 h
are presented on Fig. 1B. After a 15-hour incubation, EMP levels in the
supernatant of bEnd.3 cells treated with rt-PA at 20 ug/ml were not dif-
ferent from those of control cells. However, at 40 ug/ml and 80 pg/ml, rt-
PA significantly increased EMP release compared to controls by 55%
(P<0.01) and 47% (P < 0.05), respectively. After 24 h of incubation,
the lowest concentration of rt-PA still did not affect EMP production.
At 40 pg/ml, rt-PA significantly enhanced EMP formation by 78%
(P < 0.05 versus control cells). EMP production by bEnd.3 cells exposed
to 80 pg/ml rt-PA was in the same range, but did not differ from control
cells due to a higher variability in this treatment condition.

3.1.1.2. Cell morphology and viability. As observed in optical microscopy,
in basal culture conditions, the control bEnd.3 cells were oval, uniform,
confluent and evenly spread in the wells (Fig. 2A). In the presence of rt-
PA, the morphology of endothelial cells radically changed and
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Fig. 1. Effects of rt-PA on EMP production by cerebral endothelial cells (bEnd.3). bEnd.3 cells were treated with vehicle or a range of rt-PA concentrations (20, 40 or 80 pg/ml). EMPs were
isolated from the supernatant and detected by flow cytometry at 15 h and 24 h. Non-specific AnnV + labelling was detected using EDTA (i.e. no Ca?*) and specific AnnV + labelling in the
presence of calcium (5 mM). Representative forward scatter (FS log) and fluorescence (FL1 log) dot plots of control and rt-PA (40 pg/ml, 24 h) treated cells (A). Quantification of AnnV +
EMP levels in control and rt-PA treated cells after 15 h and 24 h of incubation (B). EMP levels in control cells at 15 and 24 h were 7048 4- 1892 EMPs/ul and 12,005 4- 3045 EMPs/pl,
respectively. Data are presented as mean £ SD n = 7; *P < 0.05, **P < 0.01 versus control cells.
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15h
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Fig. 2. Effects of rt-PA on endothelial cell morphology. bEnd.3 cells were incubated with vehicle or a range of rt-PA concentrations (20, 40 or 80 pg/ml). Cell morphology was observed in
optical microscopy 15 h and 24 h after treatments (A, scale bar = 100 um). bEnd.3 cells were fixed and stained for actin (with phalloidin in red) and nuclei (with DAPI in blue) 24 h after
treatments (B, scale bar = 50 um). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

pleomorphism was observed: bEnd.3 cells became elongated, thin and
formed extensions. Rt-PA treated cells were aggregated and a loss of
confluence was observed compared to control cells organised in a uni-
form monolayer. These effects were more pronounced for both higher
concentrations of rt-PA and with the longest incubation time (Fig. 2A).
These marked modifications were ascertained on fixed cells with fluo-
rescent phalloidin staining for actin and DAPI for nuclei (Fig. 2B). At
24 h, the highest concentration of rt-PA (80 pg/ml) drastically increased
pleomorphism; cells were greatly aggregated and some of them were
even no longer fixed to the well.

The cell viability after 15 h of incubation was increased by the lowest
concentrations of rt-PA (Fig. 3A): 4 28% at 20 pg/ml (P < 0.01 versus
control cells) and +41% at 40 ug/ml (P < 0.01 versus control cells). At
80 pg/ml, rt-PA did not alter cell viability.

After a 24-hour incubation, the cell viability was not modified with
the concentrations of 20 and 40 pg/ml. However, rt-PA at 80 pg/ml sig-
nificantly reduced the viability of bEnd.3 cells in comparison to controls
(—32%, P <0.01; Fig. 3B).

Because the 24 hour-incubation with rt-PA at 40 pg/ml induced
maximal EMP release without affecting the viability of bEnd.3 cells,
these conditions were selected to study the implication of plasmino-
gen/plasmin and the intracellular pathways involved in rt-PA effects.

3.1.2. Implication of plasminogen/plasmin in rt-PA effects

3.1.2.1. Effects of tranexamic acid and aprotinin on EMP generation. The ef-
fects on EMP production at 24 h of tranexamic acid and of aprotinin, a
lysine analogue that blocks the formation of plasmin and a plasmin in-
hibitor respectively, are presented on Fig. 4A and B. Both inhibitors
were devoid of effect on EMP release when given alone. In both

experiments, rt-PA induced a significant increase in EMP levels com-
pared to control cells (+69%, P < 0.001 in tranexamic acid experiment,
+55%, P<0.001 in aprotinin experiment). Tranexamic acid significantly
reduced by 86% the EMP production induced by rt-PA (P < 0.01). Rt-PA-
induced EMP release was also significantly decreased by aprotinin
(—62%,P<0.001).

3.1.2.2. Effects of tranexamic acid and aprotinin on cell morphology and vi-
ability. Tranexamic acid or aprotinin alone had no effect on cell mor-
phology (Fig. 5A). Tranexamic acid fully prevented the effect of rt-PA
on cell morphology. Aprotinin also partly reduced the drastic morpho-
logical changes induced by rt-PA.

Tranexamic acid did not exert any effect per se on cell viability and a
slight decrease was observed with aprotinin (14%, P < 0.05, Fig. 5B). In
both experiments, a statistically significant decrease in cell viability
was observed after rt-PA treatment (P < 0.001 versus control). This effect
was blocked by both inhibitors (P < 0.01 for tranexamic acid, and
P < 0.001 for aprotinin, versus rt-PA alone).

3.2. Intracellular pathways involved in the effects of rt-PA/plasmin on
bEnd.3 cells

3.2.1. Implication of “classical” intracellular vesiculation pathways

Fig. 6A shows the effects of Z-VAD-FMK (pan-caspase inhibitor),
Y27632 (ROCK inhibitor) and SB203580 (p38 MAPK inhibitor) on EMP
generation. After a 24-hour incubation, none of the three inhibitors
modified the basal production of EMPs compared to control cells. For
each of these three experiments, rt-PA induced a significant increase
in EMP levels compared to control cells (+67%, P < 0.001; +53%,
P <0.05; +43%, P < 0.01 respectively). Z-VAD-FMK and Y27632 did
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Fig. 3. Effect of rt-PA on endothelial cell viability. bEnd.3 cells were incubated with vehicle
or a range of rt-PA concentrations (20, 40 or 80 pg/ml). Viability of bEnd.3 cells was
measured at 15 h (A) and 24 h (B) using the MTT assay. Data are presented as mean +
SD; n = 8; **P < 0.01 versus control cells.

not reduce the EMP production induced by rt-PA. Treatment with
SB203580 significantly decreased the EMP release induced by rt-PA
from 143 £ 21% to 115 4 26% of basal values (P < 0.05).

Z-VAD-FMK and Y27632 had no effect on cell morphology and cell
viability, either alone or in association with rt-PA (data not shown).
SB203580 did not alter cell morphology compared to control cells (Fig.
6B). However, the SB203580 + rt-PA association drastically enhanced
the pleomorphism and the aggregation of bEnd.3 cells. Some cells
were no longer fixed to the well. Nevertheless, SB203580 had no effect
on cell viability, alone or in combination with rt-PA (Fig. 6C).

3.2.2. Implication of PARP

A preliminary study showed that the potent PARP inhibitor PJ34 had
no effect per se on EMP production, cell morphology and cell viability
(Suppl. Fig. 3). Subsequent experiments were thus conducted with the
lowest (10 M) and the highest (100 pM) concentrations of PJ34 used
in this preliminary study.

The effect of P]34 on rt-PA-induced EMP release is presented on Fig.
7A. PJ34 at 10 or 100 uM had no effect on basal EMP levels. Rt-PA in-
duced a 67% increase in EMPs compared to controls (P = 0.001). This in-
crease was not significantly modified by PJ34 at 10 M. By contrast, the
highest concentration of PJ34 (100 uM) significantly reduced EMP re-
lease induced by rt-PA from 167 + 50% to 123 + 29% (P < 0.05).

As noticed before, incubation of bEnd.3 cells with rt-PA induced
pleomorphism and extensions between cells (Fig. 7B). P]34 alone at
10 or 100 UM had no effect on cell morphology. Association of PJ34 at
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Fig. 4. Implication of plasminogen/plasmin in rt-PA-induced EMP production. bEnd.3 cells
were incubated with tranexamic acid (TXA, a lysine analogue that blocks the formation of
plasmin, 10 mM, A), and aprotinin (a plasmin inhibitor, 2 pM, B), which were added
concurrently with rt-PA (40 pg/ml) or vehicle. EMP levels were assessed by flow
cytometry 24 h after treatments. EMP levels in control cells in experiments A and B
were 19,968 + 3703 EMPs/ul and 36,168 + 10,793 EMPs/ul, respectively. Data are
presented as mean & SD. n = 6; ***P < 0.001 versus control cells; **P < 0.01"
##H#P < 0.001 versus rt-PA treated cells.

10 uM to rt-PA did not alter rt-PA-induced morphological changes.
However, at 100 pM, PJ34 slightly modified the morphology of rt-PA-
treated cells: cells were more round and curved than cells incubated
with rt-PA alone, with fewer extensions.

As already observed in previous experiments, neither PJ34 at 10 pM,
PJ34 at 100 uM nor rt-PA at 40 ug/ml modified the viability (Fig. 7C). Fur-
thermore, the association of rt-PA to PJ34 (10 or 100 uM) had no effect
on the viability of bEnd.3 cells.

4. Discussion

The present study demonstrates for the first time that rt-PA, via plas-
min, is a potent activator of microparticle production by bEnd.3 cells.
We also reported that p38 MAPK and PARP were identified as signalling
pathways involved in rt-PA-induced EMP generation.

bEnd.3 cells are immortalized mouse brain-derived endothelial cells
and a widely used model of cerebrovascular endothelium [31]. Interest-
ingly, it has been recently demonstrated that bEnd.3 cells respond to rt-
PA as they exhibit induction of matrix metalloproteinases (MMP)
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through activation of lipoprotein receptor-related protein (LRP) [27],
secretion of vascular endothelial growth factor (VEGF) [29], increase
in intercellular cell adhesion molecule (ICAM-1) expression and T cell
adhesion [28] after rt-PA treatment.

On the basis of these studies, we first studied the effect of a range of
rt-PA concentrations on EMP production by bEnd.3 cells. A preliminary
study with a 6-hour exposure did not reveal any significant effect of rt-
PA on microparticle release by bEnd.3 cells, whatever the dose used (20,
40 or 80 pg/ml, Suppl. Fig. 2), which led us to investigate longer expo-
sure times. After 15 h, rt-PA at the highest doses (i.e. 40 and 80 pg/ml)
significantly increased the release of EMPs by bEnd.3 cells. With 24 h
of exposure, rt-PA still enhanced EMP production at 40 nug/ml whereas
the dose of 80 pg/ml had no significant effect, which was most likely
due to the high variability observed within this group. To explain this
high variability, it might be speculated that, rt-PA at this high concentra-
tion resulted in some necrotic cells that do not vesiculate, as demon-
strated for human corneal endothelial cells in culture [32].

The ability of rt-PA to enhance EMP production had never been pre-
viously observed. This increase in EMP release 24 h after rt-PA treat-
ment (40 pg/ml) was consistently observed in each of the 7
independent experiments performed on bEnd.3 cells (from 43% to 78%
compared to control cells).

In subsequent experiments bEnd.3 cells were treated with
tranexamic acid, an inhibitor of plasmin formation, and aprotinin, a
plasmin inhibitor, demonstrating that rt-PA-induced increase in EMPs
was to a very large extent plasmin dependent. Interestingly, Doeuvre
et al. reported that plasmin induced EMP release from adherent cells
and most particularly from human microvascular endothelial cells
[33]. It is noteworthy that in the present study, Actilyse®, the pharma-
ceutical form of rt-PA administered to patients suffering from ischemic

stroke, was used. It is unlikely that excipients contributed to EMP re-
lease as it is blocked by tranexamic acid.

To date, the exact signalling pathways involved in membrane vesic-
ulation and EMP release remain poorly understood. Nevertheless, in
vitro studies identified caspases, ROCK and p38 MAPK as key contribu-
tors to EMP release [25,34-36]. In the present study we thus examined
the role of these three pathways in rt-PA-induced EMP production. Our
results show that rt-PA-induced EMP release by bEnd.3 cells is affected
neither by the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK nor by the ROCK in-
hibitor Y27632. In contrast, we demonstrated that p38 MAPK was in-
volved in the production of EMPs induced by rt-PA. There are few
reports regarding the existence of a link between rt-PA and p38.
Armstead and collaborators (2010) reported that rt-PA administration
in a model of cerebral ischemia induced by photothrombosis potenti-
ates the activation of p38 MAPK, as higher levels of phosphorylated
p38 were found in the cerebrospinal fluid of rt-PA-treated ischemic an-
imals [37]. Pineda and collaborators (2012) likewise demonstrated in
primary microglial cell cultures that rt-PA exposure results in the activa-
tion of the p38 signal transduction pathway [38]. Finally, Lin et al. have
recently shown that tPA activates a signalling cascade involving p38 in
both in vitro and in vivo models of macrophage-mediated inflammation
[39]. It is noteworthy that p38 has also been reported as a downstream
effector of plasmin in various cells [40,41] and notably in endothelial
cells [42].

In the present study, we have also shown that the PARP inhibitor,
PJ34, is able to reduce rt-PA-induced EMP release by bEnd.3 cells. In ex-
perimental cerebral ischemia, it has been demonstrated that rt-PA ad-
ministration increases post ischemic PARP-1 activation within
ischemic hemispheres [7]. Furthermore, recent studies from our labora-
tory have shown in mouse models of cerebral ischemia that PARP
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inhibition by PJ34 prevents rt-PA-induced vascular damages as PJ34
protects endothelial junctions of the blood brain barrier (BBB) and re-
duces haemorrhagic transformations induced by rt-PA ([8,9] and un-
published results). Whether the BBB protection by PJ34 in these
studies could be linked to a reduction in the release of EMPs induced
by rt-PA remains to be established. A first step could be to isolate
EMPs from rt-PA-treated bEnd.3 cells and examine their effect on dis-
tinct bEnd.3 cell cultures. bEnd.3 cells in culture indeed express appro-
priate tight junction proteins and present barrier properties [31,43,44].

The involvement of p38 MAPK and PARP pathways in EMP produc-
tion triggered by rt-PA may be either linked or completely independent
from each other. Some studies indeed demonstrated that PARP activa-
tion is able to regulate MAPK cascades, including p38 [45,46]. Finally,
even if p38 MAPK and PARP pathways have been identified in rt-PA-in-
duced EMP production, the involvement of other mechanisms cannot
be excluded.

Besides increasing EMP release, plasmin generated by rt-PA exhibited
also remarkable and deep effects on bEnd.3 cell morphology. Pleomor-
phism was observed at both 15 and 24 h. bEnd.3 cells not only became
elongated and thin, but also, they were no longer organised in a uniform
monolayer, thus rather aggregated and with extensions. To date, little in-
formation has been available regarding the in vitro effect of rt-PA on en-
dothelial cell morphology. Human corneal endothelial cells exposed to
increasing concentrations of rt-PA for 24 h displayed signs of cellular
damages, including pleomorphism, prominent nuclei, shrunken cytosol
and disruption of the intercellular junctional complexes [32]. With spe-
cific regard to brain endothelial cells, Niego et al. (2012) and Freeman
et al. (2014) reported more recently that rt-PA applied on human brain
endothelial cells induced marked morphological changes quite similar
to those observed in our study [30,47]. Finally, regarding endothelial
cell reorganisation, it is noteworthy that Teng et al. (2012) reported
that tPA contributes to sonic hedgehog-induced cerebral angiogenesis
and tube formation of primary mouse brain endothelial cells [48].

Our experiments clearly demonstrate that plasmin is a major actor in
the morphological modifications and cell reorganisation induced by rt-
PA. This corroborates the results from Niego et al. demonstrating that
morphological changes induced by rt-PA in human brain endothelial
cells are plasmin-dependent [30]. Moreover, plasmin exerts morphologi-
cal changes in brain endothelial cells and notably a retraction phenome-
non [49] (for a review see [50]). Whether rt-PA and plasmin induce
morphological changes through subsequent MMP activation, as proposed
in the literature [50,51], remains to be examined in our conditions. With
regards to intracellular signalling pathways, p38 MAPK and PARP were
not involved in morphological changes and cell reorganisation, while
they contributed to EMP release. The ROCK inhibitor was also devoid of
effect on endothelial cell morphology, in accordance with Niego et al. [30].

Decreased viability of bEnd.3 cells with rt-PA, 40 pg/ml for 24 h, was
observed in 2 of the 7 experiments we performed. In these latest exper-
iments, LDH activity in the supernatants of rt-PA-treated cells did not
differ from that of control cells (data not shown), suggesting decreased
metabolic activity (evaluated by the MTT assay) rather than mortality.
Furthermore, profound morphological changes/reorganisation and
EMP release did not appear to be associated with cell viability since
they were observed both concomitantly with increased (e.g. rt-PA,
40 pg/ml for 15 h) but also decreased (rt-PA, 40 pg/ml for 24 h,
tranexamic acid experiment) viability.

In conclusion, we clearly demonstrate that rt-PA stimulates micro-
particle production by brain-derived endothelial cells through plasmin,
and we also identified p38 MAPK and PARP as pathways involved in this
EMP release. Determining the phenotype of these endothelial micropar-
ticles could be of particular interest to clarify their role on the endothe-
lium in pathological conditions such as stroke.
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Supplementary Figure 1
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Representative dot plot of fluorescent beads used for cytometer (Gallios, Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) calibration.

Microparticle size gate was set using standard fluorescent beads (0.3, 0.5, 0.9 um), identified here on
forward scatter (FS log) and fluorescence (FL1 log) dot plot.
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Preliminary study with 6-hour exposure with rt-PA on bEnd.3 cells EMPs production

After 24 hours of culture, confluent bEnd.3 cells were incubated for 6 hours with a serum free medium
(control cells) or with a range of rt-PA concentrations (20, 40 and 80 ug/ml) diluted in the same serum
free medium, and EMP levels were evaluated in the supernatant. This preliminary experiment showed
that a 6-hour exposure with rt-PA had no significant effect on EMPs production by bEnd.3 cells whatever
the concentration (20, 40 or 80 ug/ml, P>0.05).
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Effects of PJ34 per se on EMP production, cell morphology and viability.

bEnd.3 cells were treated with a range of concentrations of PJ34 (a potent PARP inhibitor; 10, 25, 50
or 100 yM). At 24 hours, EMP release was quantified by flow cytometry (A), cell morphology was
observed with a phase-inverted microscope (B, representative photographs, scale bar = 100 ym), and
cell viability was assessed using the MTT assay (C). EMP levels in control cells were 13340 + 3654
EMPs/ul. Data are presented as mean x SD; n=6; ns: non significant.



3. Résumé des principaux résultats

/7

% Le traitement prolongé des cellules bEnd.3 par le rt-PA entraine via la plasmine une

libération accrue de microvésicules endothéliales et des changements morphologiques
profonds

Nous avons observé une tendance a I'augmentation de la libération des MVE lorsque les cellules
bEnd.3 étaient exposées au rt-PA a un temps court (6 heures); cette augmentation devient
significative pour les temps d’incubation plus longs de 15 heures et 24 heures. Afin de vérifier que les
évenements détectés dans ces expériences sont bien MVE et pas des corps apoptotiques, nous avons
réalisé, en marge de |'article présenté, une détection spécifiques de ces éléments. Les résultats de
cette étude sont présentés a la suite de cette discussion.

Nous avons ensuite montré que cette libération de MVE par le rt-PA est plasmine
dépendante puisque l'acide tranexamique, un inhibiteur de sa formation, et I'aprotinine, un
inhibiteur de son activité, s’y sont opposés.

Comme nous l'avons vu précédemment, la libération des MVE peut résulter d’une activation des
cellules ou de leur apoptose. Dans notre étude, la concentration de rt-PA qui produit des MVE

n’augmente pas la mortalité cellulaire évaluée par la LDH.

Si la capacité de la plasmine a induire une production de MV par les cellules endothéliales
adhérentes (HMEC-1) a déja été décrite dans une étude de Doeuvre (Doeuvre et al., 2010), nos
travaux sont les premiers a montrer que le rt-PA entraine (via la plasmine) une libération des MV par

des cellules endothéliales d’origine cérébrale.

En ce qui concerne la morphologie des cellules, sous I'effet du rt-PA, et via la plasmine, les cellules
bEnd.3 deviennent fusiformes, émettent des prolongements entre elles et se regroupent en amas.
Ce résultat est en accord avec ceux de la littérature sur des cellules endothéliales cérébrales

hBEC (Human Brain Endothelial Cells) (Niego et al., 2012 ; Freeman et al., 2014).

Les mécanismes qui sous-tendent cet effet du rt-PA sur la morphologie des cellules ne sont pas
encore élucidés. Il est suggéré une implication des MMP qui peuvent étre activées aussi bien par le
rt-PA que par la plasmine (Lijnen, 2001 ; Suzuki et al., 2007, 2009). Par ailleurs, I'organisation du tapis
cellulaire apres traitement par le rt-PA peut s’apparenter a une formation de structures vasculaires,

ce qui laisse supposer que le rt-PA puisse exercer un effet pro-angiogénique. Des études suggerent
144



d’ailleurs que le rt-PA pourrait jouer un role dans le remodelage vasculaire et I'angiogenése (Yip et
al., 2013 ; Teng et al.,, 2012 ; Benarroch, 2007). Cet effet pro-angiogénique peut non seulement
impliquer les MMP mais également le VEGF-A (vascular endothelial growth factor) auquel nous nous
sommes d’ailleurs intéressée dans la derniere partie de mes travaux de thése (voir pour revue Niego
et al., 2012 ; Suzuki et al.,. 2016 ; Kanazawa et al., 2017).

Dans la problématique des AVCi, il est intéressant de noter que certains auteurs suggerent que |'effet
de la plasmine sur la morphologie des cellules endothéliales pourrait étre a I'origine de I'ouverture
de la BHE au cours de la thrombolyse (Nagy et al., 1995).

7

%+ Parmi les voies classiques de vésiculation, seule la p38 MAPK semble impliguée dans les

effets du rt-PA

Un inhibiteur de p38, le SB203580, diminue significativement la libération des microvésicules induite
par le rt-PA dans les cellules bEnd.3, montrant le réle clé de cette MAPKinase dans nos conditions. La
p38MAPkinase est largement exprimée dans le cerveau et voit son activité augmentée aprées
ischémie cérébrale (voir pour revue Mehta et al., 2007). Armstead et collaborateurs ont montré que
I’administration de rt-PA dans un modele d’ischémie cérébrale par photothrombose chez le cochon
augmente I'expression de la protéine p38 MAPK phosphorylée (forme active) détectée dans le LCR
(Armstead et al., 2010). Des études réalisées in vitro sur des cultures de microglies ou de
macrophages ont également montré que le rt-PA active la voie des P38 MAPK (Pineda et al 2012 ; Lin
et al., 2015). Par ailleurs, des études montrent que la plasmine est également capable d’activer cette

voie (Burysek et al., 2002 ; Mandal et al., 2005 ; Li et al., 2013).

«» La PARP est impliquée dans la production des MVE induite par le rt-PA

Nous avons par la suite recherché si la PARP joue un rble dans la libération des MVE induite par le rt-
PA. En effet, il a été montré in vivo, dans un modeéle d’ischémie cérébrale, que le rt-PA augmente
I'activité de la PARP (Crome et al., 2007). De plus, au laboratoire, nous avons mis en évidence que la
PARP participe a la toxicité vasculaire post-ischémique du rt-PA notamment aux transformations
hémorragiques (Haddad et al., 2013 ; Teng et al.,, 2013, El Amki et al., (soumis)). Nos résultats
montrent que le PJ34 (100 uM) diminue la libération de MVE induite par le rt-PA ; cette étude est la
premiére a mettre en évidence un role de la PARP dans I'augmentation de la production de MVE

induite par le rt-PA.
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Ces deux voies pourraient étre liées ou completement indépendantes puisque des études montrent
qgue la PARP est capable de réguler les MAPK, dont la voie des p38 (Veres et al., 2004 ; Racz et al.,

2010). Par ailleurs, nos travaux n’excluent pas I'implication d’autres voies de signalisation.

4. Etude complémentaire : Recherche des corps apoptotiques dans le surnageant des cellules

bEnd.3 traitées par le rt-PA

> Protocole expérimental
En utilisant le méme protocole de dosage que précédemment, nous avons tout d’abord mesuré le
taux de MVE libérées dans le milieu de culture aprés traitement des cellules par le rt-PA 40 ug/ml.
Nous avons ensuite dosé dans ce méme culot les corps apoptotiques dont le diametre est inférieur a
1 um (n=6 contréle, n=6 rt-PA (40 pug/ml)). Le marquage d’une part des phosphatidylsérines par
I'annexine V couplée a I’APC (Allophycocyanine) et d’autre part de I’ADN par l'iodure de propidium
(IP) permet la détection de ces corps apoptotiques.

» Résultats

4+ Dosage des MVE

Le dosage des MVE montre, comme précédemment, une augmentation de leur libération par les

cellules 24 heures apres traitement par le rt-PA a la concentration de 40 ug/ml (P<0,01) (figure 47).
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Figure 47 : Effet du rt-PA (40 ug/ml) sur la libération des MVE par les cellules bEnd.3

apres 24 heures d’incubation
Les résultats (moyenne = sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles. n= 6/condition. CT = cellules contrdles.
** . P<0,01 versus CT.

4+ Dosage des corps apoptotiques

Le dosage des corps apoptotiques par cytométrie a permis de générer les dots plots dont deux
exemples représentatifs sont présentés sur la figure 48. Sur le logiciel d’analyse de données, une
zone correspondant a tous les éléments de taille inférieure a 1 um est tout d’abord définie. Ensuite,
grace a la fluorescence de I'annexineV_APC détectée par le laser FL6 et celle de l'iodure de
propidium détectée par le laser FL2, une mesure du pourcentage d’éléments de taille inférieure a 1

pm marqués doublement a I'annexineV_APC et a I'IP est réalisée (figure 48).
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Figure 48 : Dots Plot représentatifs du marquage en cytométrie en flux des corps apoptotiques par
I’Annexine-V (AnnV-APC) et I’iodure de propidium (IP)
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Les résultats de la quantification représentés dans le tableau 8 montrent que le taux de corps
apoptotiques libérés dans le surnageant des cellules traitées par le rt-PA et des cellules contréles est

négligeable (< 2%, n=6/ condition).

% Corps apoptotiques Controdles rt-PA
(AnnV+ IP+) (40ug/ml)
Moyenne # sd 1,68+0,46 0,86+0,32

Tableau 8 : Pourcentage des corps apoptotiques marqués AnnV+ IP+ dans la fenétre des
événements de taille microvésiculaire (< 1 um)

» Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons montré que le rt-PA n‘augmente pas le nombre de corps
apoptotiques présents dans le surnageant des cellules bEnd.3 et que les éléments détectés dans ces

surnageants sont bien des MVE.

Ill. Perspectives in vitro

Dans cette premiére partie de mes travaux de thése, nous avons montré que le rt-PA entraine une

libération plasmine et PARP-dépendante de MVE par les cellules bEnd.3.

Il serait pertinent de confirmer ces effets sur des cultures primaires de cellules endothéliales
cérébrales. Il serait également intéressant de rechercher sur ces cultures primaires si les mémes
voies de signalisation sont impliquées dans la vésiculation, en utilisant notamment d’autres outils

tels que, dans le cas de la PARP, des siRNA ou des cellules PARP”".

Par ailleurs, I'étude du phénotype de ces MVE, en particulier par l'identification des marqueurs
exprimés a leur surface, permettrait de rechercher leur réle dans les effets délétéres du rt-PA au
niveau endothélial. Il serait notamment intéressant d’examiner si ces microvésicules exercent un réle

dans les changements morphologiques induits par le rt-PA. Pour répondre a cette question, les MVE
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isolées des surnageants de cellules traitées par le rt-PA pourraient étre incubées avec des cellules

endothéliales saines (naives) et la morphologie de ces cellules observée.

Toujours dans la perspective de déterminer le réle de ces MVE dans la toxicité du rt-PA, il serait
également intéressant d’évaluer leur effet sur un modéle de BHE in vitro. Pan et collaborateurs ont
d’ailleurs mené une étude de ce type avec des MVE isolées de surnageants de cellules soumises a des
conditions OGD qui miment in vitro les conditions d’ischémie cérébrale (Pan et al., 2016). Leur
incubation avec un modeéle de BHE in vitro a montré une diminution de I'expression des protéines de
jonction Z0O-1 (zonula-occludens) et claudine-5 ainsi qu’une augmentation de la perméabilité

cellulaire.
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DEUXIEME PARTIE : Effet du rt-PA sur la protéine HMGB1

Dans la deuxiéeme partie de ma thése, je me suis intéressée a la protéine HMGB1, une DAMPs
(Damage Associated Molecular Patterns) jouant le role de cytokine inflammatoire et
particulierement délétere au cours de l'ischémie. En effet, il a été montré que cette protéine est
augmentée dans le plasma chez les patients apres I'ischémie cérébrale (Goldstein et al., 2006 ; Liesz
et al., 2015) et également dans le LCR apres ischémie chez le rongeur (Kim et al., 2006 ; Muhammad
et al., 2008 ; Zhang et al., 2011 ; Shin et al.,, 2014 ; Gong et al., 2014). De plus, l'injection de la
protéine recombinante dans le cerveau ischémié chez le rongeur aggrave le volume de Iésion, le
déficit neurologique et I'activité inflammatoire (Faraco et al., 2007 ; Liu et al.,, 2007b ; Zhang et
al., 2014a). Par ailleurs, I'inhibition de cette protéine a I'aide d’agents pharmacologiques, d’anticorps
ou de siRNA est protectrice : elle réduit entre autres le volume de Iésion, le déficit neurologique,
I'inflammation post-ischémique et la perméabilité de la BHE (Kim et al., 2006 ; Liu et al.,, 2007b;
Zhang et al., 2011). Dans ce contexte, j'ai recherché si HMGB1 était impliquée dans la toxicité
vasculaire du rt-PA, et plus particulierement au niveau endothélial. Pour cela, j'ai étudié in vitro sur
les cellules bEnd.3 I'effet du rt-PA sur la protéine HMGB1. J'ai également recherché I'implication de
la PARP dans ces effets afin de mettre en évidence une cascade rt-PA/ PARP/ HMGB1. En paralléle a
ces études in vitro, j'ai étudié la protéine HMGB1 dans nos modeles in vivo d’ischémie cérébrale

apres traitement par le rt-PA.

|. Etudesin vitro

1. Etude préliminaire : recherche d’un témoin positif de sécrétion de HMGBL1 : effet du LPS

Nous avons tout d’abord recherché si les cellules bEnd.3 que nous utilisons étaient capables de
secréter HMGB1. Nous avons choisi de les stimuler par du lipopolysaccharide (LPS), classiquement
utilisé pour induire une sécrétion de HMGB1 par différents types cellulaires (Jiang et al., 2007 ; Bae
et Rezaie, 2011 ; Davis et al., 2012 ; Yang et al., 2014b ; Kim et al., 2015 ; Walko et al., 2015). En ce
qui concerne le choix de la concentration et du temps de stimulation, nous nous sommes basés sur
I’étude de Bae et collaborateurs, qui rapporte que le traitement de cellules endothéliales de type
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) par le LPS a la concentration de 100 ng/ml entraine

une sécrétion de HMGB1 dans le milieu extracellulaire (Bae et Rezaie, 2011).
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a. Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées a une densité de 400 000 cellules/ml dans des plaques de
24 puits dans du milieu contenant du sérum de veau foetal (SVF). Vingt-quatre heures apres, elles ont
été traitées par le LPS a la concentration de 100 ng/ml pendant 24 heures dans du milieu dépourvu
de SVF (figure 49). Les cellules controles ont fait I'objet d’un changement de milieu sans SVF afin
d’étre soumises aux mémes conditions que les cellules traitées.

Les surnageants ont été récupérés, concentrés et analysés par Western Blot afin de rechercher une

sécrétion de HMGB1. Les taux de HMGB1 sont exprimés en unités arbitraires (n=5/condition).

Ensemencement g
4x10° cellules/ml LPS (100 ng/ml) Arrét de la réaction
1 Milieu +SVF Milieu -SVF
T-24h TO T+24h

Figure 49 : Protocole de traitement des cellules bEnd.3 par le LPS

b. Résultats

Le Western Blot réalisé avec les surnageants concentrés montre une bande se situant aux environs
de 25 kDa d’apres le marqueur de masse moléculaire, ce qui correspond a la masse moléculaire de la
protéine HMGB1 (figure 50A).

La quantification de cette bande montre que le LPS entraine une augmentation de la sécrétion de

HMGBL1 par les cellules bEnd.3 par rapport aux cellules controles (P<0,05) (figure 50B).
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Figure 50 : Effet du LPS sur la sécrétion de HMIGB1 par les cellules bEnd.3.

A) Western Blot représentatif ; B) Quantification de HMIGB1
Les résultats (moyenne tsd) sont exprimés en unités arbitraires (UA). n=5/condition. CT=contrdle. * P<0,05 versus CT.

2. Effet du rt-PA sur la sécrétion, I'expression et la localisation de HMGB1 dans les cellules

bEnd.3 : premiére partie

A) Etude de I‘expression et de la sécrétion de HMGB1 apres traitement par le rt-PA

Dans la suite de nos études nous avons étudié la sécrétion et I'expression de HMGB1 par les cellules
bEnd.3 apres différents temps de traitement par le rt-PA. Le choix de la concentration de rt-PA
utilisée, qui est de 40 pug/ml, repose sur nos précédents résultats qui montraient que les cellules
bEnd.3 libéraient a cette concentration des taux élevés de MVE considérées comme des marqueurs

d‘activation cellulaire.
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a. Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits dans du milieu contenant du
SVF. Vingt-quatre heures apres, elles ont été traitées par le rt-PA (lot 1, #502074) a la concentration
de 40 pg/ml pendant 30 minutes, 3, 6 ou 24 heures dans du milieu dépourvu de SVF. En ce qui
concerne les traitements a court terme (30 minutes, 3 ou 6 heures), un changement de milieu sans
SVF a été réalisé et les cellules ont été maintenues en culture jusqu’a 24 heures (figure 51).

Les cellules controles ont subi quant a elles un changement de milieu sans SVF pour étre soumises

aux mémes conditions que les cellules traitées.

Le surnageant de ces cellules a été récupéré a chaque fin de stimulation avant le changement de
milieu sans SVF, soit aprés 30 min, 3 ou 6 heures de traitement par le rt-PA (surnageant 1, figure 51)

et a 24 heures apres le changement de milieu sans SVF (surnageant 2, figure 51).

Les lysats cellulaires ont quant a eux été collectés a 24 heures dans un tampon contenant du NP40

(1%). A la suite d’une centrifugation a 10 000 g pendant 10 minutes, la fraction protéique soluble qui

contient toutes les protéines solubles dans le tampon a été isolée et analysée.

L'expression et la sécrétion de HMGB1 dans les surnageants et la fraction protéique soluble ont été

évaluées par une technique de Western Blot.

Changement de milieu

::15;:::;‘::;:7:; rt-PA (40 pg/ml) " 1 ] Arrét de la réaction
} Milieu +SVF uiiieu -SVF
T-24h T0 T+:30° 3h 6h T+24h

Préléevements

Surnageants 1 + + + +
Surnageants 2 @ +
Lysats cellulaires - = & +

Figure 51 : Protocole d’étude de I'’expression de HMGBI1 aprés différents temps

de traitement par le rt-PA (40 pg/ml)
Surnageants 1: milieux de culture récupérés avant le changement de milieu sans SVF soit a 30 minutes, 3 heures et
6heures. Surnageants 2 : milieux de culture récupérés 24 heures apres le changement de milieu sans SVF.
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b. Résultats

Le résultat du Western Blot de la fraction protéique soluble des lysats montre comme
précédemment une bande qui se situe, d’aprés le marqueur de masse moléculaire, aux environs de
25 kDa, ce qui correspond a la masse moléculaire de HMGB1 (figure 52). Le traitement des cellules
par le rt-PA a la concentration de 40 ug/ml pendant 30 minutes, 3 heures ou 6 heures ne modifie pas
I’expression de HMGB1 évaluée a 24 heures par rapport a son expression dans les cellules controles.

Cependant, le traitement par le rt-PA a la concentration de 40 pug/ml pendant 24 heures entraine une

disparition compléte de la protéine au niveau de la fraction protéique soluble (figure 52).

Actine (43 KDA) =—=>] T S s s ——— — —

HMGB1 (25 KDa) ——i e s e o s

Figure 52 : Western Blot représentatif de I‘expression de HMGB1 dans les cellules bEnd.3 a 24

heures apreés différentes durées de traitement par le rt-PA
n=1/condition. CT=contréle.

L'analyse par Western Blot des surnageants prélevés d’une part a chaque fin de stimulation
(surnageants 1) et d’autre part a 24 heures (surnageants 2) ne montre aucune trace de la protéine

HMGB1, ce qui n’est donc pas en faveur d’une sécrétion (Western Blot non quantifiable).

Au vu de ce résultat surprenant, nous avons décidé de poursuivre nos recherches par I'etude de
I'effet d’une gamme de rt-PA appliquée pendant 24 heures sur les bEnd.3, sur I'expression de
HMGB1 dans la fraction protéique soluble et sa sécrétion dans les surnageants.

B) Effet d’'une gamme de rt-PA sur I’expression et la sécrétion de HMGB1 a 24 heures

a. Protocole expérimental
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Les cellules confluentes (24 heures apres ensemencement dans des plaques de 24 puits) ont été
traitées par une gamme de rt-PA (20, 40, 80 ug/ml) pendant 24 heures dans du milieu dépourvu de
SVF. Les cellules contréles n’ont quant a elles subi qu’un changement de milieu (figure 53). Vingt-
qguatre heures apres, les lysats cellulaires et les surnageants ont été récupérés. L'expression de
HMGB1 dans la fraction protéique soluble et sa sécrétion dans les surnageants concentrés ont été
évaluées par Western Blot. Les taux de HMGB1 ont été corrigés par I'actine et sont exprimés en

pourcentage par rapport aux cellules contréles (n=2/ condition).

f::lsg?ci“fﬁ;;x rt-PA (20, 40, 80 pg/ml) Arrét de la réaction
| Milieu +SVF Milieu -SVF
T-24h TO T+24h

Figure 53 : Protocole de traitement des cellules bEnd.3 par une gamme de rt-PA

b. Résultats

Le Western Blot de la protéine HMGB1 réalisé sur la fraction protéique soluble montre que le rt-PA a
la concentration de 20 ug/ml ne modifie pas I'expression de la protéine. En revanche, le traitement
des cellules par le rt-PA a 40 ou 80 pg/ml entraine une disparition compléte de la protéine HMGB1

dans cette fraction (figure 54).

Actine
(43 kDa) —> -“..-.-

HMGB1 S| w—— — —
(25 kDa)

CT 20 40 80 CT 20 40 80
— rt-PA(ug/ml) — — rt-PA(ug/ml) —

Figure 54 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur I’expression de HMGBI1 et de I’actine

dans la fraction protéique soluble.
n=2/condition. CT=contréle.

La quantification du Western Blot (tableau 9) montre un méme taux d‘expression de HMGB1 chez les
cellules contréles et chez celles traitées par le rt-PA 20 pg/ml. Un taux trés bas (<2%) a été quantifié

apres traitement par le rt-PA aux concentrations de 40 et de 80 pg/ml.
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HMGB1 rt-PA rt-PA rt-PA

(% descellules Controle (20 pg/ml) (40 pg/ml) (80 pg/ml)
contréles )
n1 96,46 80,68 1,77 1,64
n2 103,66 102,78 2,15 2,02
Moyenne 100,00 91,73 1,96 1,83

Tableau 9 : Taux d’expression de HMGB1 dans la fraction protéique soluble exprimés en
pourcentage par rapport aux cellules contréles
En ce qui concerne les surnageants, I'évaluation de la sécrétion de HMGB1 n‘a montré aucune trace
de la protéine apreés le traitement par le rt-PA, quelle que soit la concentration utilisée (Western Blot

non quantifiable).

c. Discussion

Dans ces deux premieres études, nous avons recherché si le rt-PA entrainait une sécrétion de la

protéine HMGB1 par les cellules bEnd.3.

HMGB1 est une protéine ubiquitaire, localisée majoritairement au niveau nucléaire. Comme ceci est
décrit dans la littérature, dans des conditions d’inflammation ou de nécrose cellulaire, HMGB1 est
transloquée, puis secrétée dans le milieu extracellulaire. Une fois sécrétée, HMGB1 est capable
d’induire ou d’amplifier la machinerie inflammatoire notamment via son interaction avec les

récepteurs TLR et RAGE.

De nombreuses études se sont intéressées a la protéine HMGB1 au cours de I'ischémie cérébrale et
ont mis en évidence sa sécrétion dans le plasma et le LCR a des temps précoces et tardifs dans les
modeles expérimentaux (Kim et al., 2006, 2008 ; Muhammad et al., 2008 ; Zhang et al., 2011 ; Shin et
al.,, 2014 ; Gong et al.,, 2014). 1l a également été montré que HMGB1 participait non seulement a
I'inflammation post-ischémique mais également a la rupture de la BHE (Zhang et al., 2011).

Par ailleurs in vitro, des études ont montré que les cellules endothéliales stimulées par le LPS ou le
TNF sont capables de secréter HMGB1 (Bae et Rezaie, 2011 ; Kim et al., 2015). De plus, HMGB1

augmente |'expression par les cellules endothéliales de marqueurs d’inflammation tels qu'ICAM-1,
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VCAM-1 et E-sélectine (Qiu et al., 2008, Fiuza et al., 2003 ; Treutiger et al., 2003). HMGB1 entraine
également la sécrétion de molécules inflammatoires telles que le TNF, I'lL-8, le MCP-1, et non
inflammatoires comme le PAI-1 et le t-PA (Fiuza et al., 2003 ; Treutiger et al., 2003). Par ailleurs,
HMGB1 provoque une perte de l'intégrité de la membrane des cellules endothéliales (Palumbo et al.,
2004) et une augmentation de la perméabilité dans les modeéles in vitro de BHE (Zhang et al., 2011 ;

Festoff et al., 2016).

Cependant, aucune étude ne s’est intéressée a I'effet du rt-PA sur HMGB1 au niveau endothélial.
Dans ce contexte, nous avons tout d’abord étudié dans notre modele cellulaire (les cellules bEnd.3)
I’effet du rt-PA a la concentration de 40 pg/ml sur HMGBI1. Le choix de cette concentration repose
sur nos précédentes études qui montraient que les cellules bEnd.3 traitées par le rt-PA a cette
concentration libéraient des microvésicules endothéliales, marqueurs d’activation et de souffrance
endothéliale voire d‘apoptose.

Dans un premier temps, nous avons montré que les cellules bEnd.3 sont capables de sécréter
HMGBL1 lorsqu‘elles sont stimulées par le LPS pendant 24 heures. Dans un second temps, nous avons
réalisé des traitements des cellules bEnd.3 par le rt-PA a différents temps afin d’étudier le profil de
sécrétion de HMGB1 dans notre modele. Deux types de surnageants ont été analysés: 1) ceux
prélevés a chaque fin de stimulation soit a 30 minutes, 3 heures et 6 heures; 2) ceux prélevés a
24 heures suite aux courtes (30 min, 3h et 6 heures) et longues (24 heures) stimulations. Dans les
deux types de surnageants, nous n’avons détecté aucune trace de la protéine quel que soit le temps
de stimulation.

Toutefois, nous avons observé qu’au niveau cellulaire, HMGB1 disparaissait lorsque les cellules sont
traitées par le rt-PA en continu, pendant 24 heures. Ce résultat est d’autant plus surprenant que la
protéine n’est pas sécrétée dans les surnageants.

Nous avons voulu confirmer ce résultat en étudiant I'effet d’'une gamme compléte de rt-PA dans une
nouvelle expérience. Le méme effet a été retrouvé a la concentration de 40 pg/ml et il a également
été observé a la concentration de 80 pg/ml. A la concentration 20 pg/ml en revanche, HMGB1 n‘est
pas modifiée.

Nous avons émis I'hypothése que cette baisse importante de I'expression de HMGB1 au niveau
cellulaire pouvait étre la conséquence d’'une dégradation directe par le rt-PA, qui est une sérine
protéase, ou un effet indirect via 'action de la plasmine qui est le produit de transformation du
plasminogéne par le t-PA. Une étude réalisée par Parkkinen et collaborateurs montre d’ailleurs un

effet protéolytique indirect du t-PA (forme endogene du rt-PA) sur les amphotérines telles que
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HMGB1 (Parkkinen et al., 1993). Cet effet protéolytique indirect implique la plasmine. Nous avons
donc réalisé par la suite un test in vitro sans cellules avec la protéine HMGB1 recombinante afin de

vérifier cette hypothése.

C) Test de dégradation de HMGB1 par le rt-PA et role de la plasmine

Nous avons donc testé in vitro, en conditions acellulaires, I'effet du rt-PA a la concentration de
40 pg/ml sur la protéine recombinante HMGB1 en présence et en absence de plasminogéne.
Le choix de la concentration de plasminogéne, du temps et des conditions d‘incubation sont tirés de

I’étude de Parkkinen et collaborateurs (Parkkinen et al., 1993).

a. Protocole expérimental

Dans des tubes eppendorf, la protéine HMGB1 recombinante (14 ng/tube) a été incubée pendant
2 heures a 37 °C dans un tampon PBS contenant du rt-PA (40 pug/ml) associé ou non au plasminogéne
(10 pg/ml), dans le but d’étudier le role de la plasmine. Dans le méme but, un inhibiteur de la fixation
du plasminogene au rt-PA, I'acide tranexamique, a été utilisé a la concentration de 10 mM. Enfin, un
contréle négatif constitué de la protéine HMGB1 incubée avec le plasminogene seul a été réalisé
(figure 55).

A la fin de l'incubation, la réaction est arrétée par ajout de tampon de Laemmli et les échantillons

sont déposés en Western Blot afin d’évaluer les taux de HMGB1.

HMGB1 HMGBA Hr'\:'_gT
[4:Jt-P/A 1 r-PA
m
He Ac TXA

Incubation 2 heures a 37°C

Figure 55 : Test in vitro acellulaire : effet du rt-PA et de la plasmine sur la protéine HMIGB1
HMGB1 (14 ng/tube) ; rt-PA (40 pg/ml) ; plasminogéne (10 ug/ml) ; Ac TXA= Acide tranexamique (10 mM).
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b. Résultats

Les résultats du Western Blot ont permis de mettre en évidence la protéine HMGB1 qui migre a une
masse moléculaire apparente de 25 kDa, identique a celle retrouvée dans les cellules et les
surnageants. Cependant, HMGB1 n’est pas dégradée par le rt-PA (40 pug/ml), que ce soit en présence

ou en absence de plasminogéne (figure 56).

B e e s €——— HMGB1 (25kDa)

HMGB1 “+ + + + -+
rt-PA — _— —_
Plasminogéne — _— + _|_
Ac TXA — — — —

Figure 56 : Effet du rt-PA et de la plasmine sur la protéine HMGB1
HMGB1 (14 ng/tube) ; rt-PA (40 pug/ml) ; plasminogéne (10 ug/ml) ; Ac TXA= Acide tranexamique (10 mM).

c. Discussion

Nous avons montré dans ce test in vitro acellulaire que HMGB1 n’était pas dégradée par le rt-PA, que
ce soit en présence ou en absence de plasminogene. Ce résultat est en contradiction avec ceux de
I’étude de Parkkinen et collaborateurs qui ont montré que HMGB1 était dégradée par le t-PA (forme
endogéne du rt-PA) dans un plasma normal et dans un plasma déplété puis surchargé avec la méme
quantité de plasminogéne que celle utilisée dans notre expérience (10 ug/ml) et pendant le méme
temps d’incubation (2 heures). Cet effet n’était cependant pas retrouvé lorsque le plasma était
déplété en plasminogéne sans surcharge (Parkkinen et al., 1993), montrant dans ces conditions une
dégradation de HMGB1 par le t-PA plasmine-dépendante.

Dans nos conditions, la protéine recombinante a été incubée avec du plasminogéne et du rt-PA dans
un tampons PBS, alors que Parkkinen et collaborateurs ont utilisé un plasma qui contient
probablement du fibrinogene, un substrat sur lequel le plasminogéne et le t-PA peuvent se fixer et

s’assembler afin de permettre la génération de plasmine (Parkkinen et al., 1993). L'assemblage de
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ces deux facteurs nécessaires a la génération de plasmine peut aussi bien s’effectuer a la surface du
fibrinogene qu’a la surface des cellules ou sur d’autres molécules d’attache (Roussel et al., 2011 ;
Dejouvencel et al., 2010). Ainsi, dans les études de Parkkinen, il a été montré que HMGB1 pouvait
jouer le réle de surface de fixation et d’assemblage du plasminogéne et du t-PA notamment par
liaison aux sites LBS (Lysine Binding Site) situés sur les domaines Kringles du rt-PA (Parkkinen et al.,
1991, 1993). La plasmine ainsi générée est capable ensuite de dégrader HMGB1. Cet effet ne semble
pas se produire dans nos conditions expérimentales olu la quantité de la protéine HMGB1 reste
inchangée en présence de rt-PA, de plasminogéne ou des deux facteurs combinés. Par ailleurs, il
n'est pas exclu que le temps d’incubation (2 heures) ne soit pas suffisamment long, méme si la
réaction est réalisée dans des conditions acellulaires ou la protéine est en contact direct avec le rt-
PA/plasminogéne contrairement aux conditions de culture cellulaire.

Nous n’avons pas testé d‘autres conditions et avons décidé d’utiliser une autre technique afin de
localiser HMGB1 au niveau cellulaire aprés traitement par le rt-PA. Nous avons alors choisi la

technique d’'immunocytochimie.

D) Etude de la localisation cellulaire de HMGB1 aprés traitement par le rt-PA par une technique

d’immunocytochimie

a. Protocole expérimental

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles recouvertes de poly-D lysine dans des plaques de
24 puits. Vingt-quatre heures apres, elles ont été traitées par une gamme de rt-PA (20, 40, 80 pug/ml)
pendant 24 heures. Les cellules controles n’ont subi qu’un changement de milieu. A la fin du
traitement, les cellules ont été fixées par du paraformaldéhyde et un double marquage HMGB1/Dapi

a été réalisé.

b. Résultats

Comme illustré sur les images de la figure 10, les cellules contréles forment un tapis cellulaire
homogene. Malgré un léger marquage cytoplasmique dans les cellules contréles, HMGB1 est
retrouvée majoritairement au niveau nucléaire (figure 57).

Lorsque les cellules sont traitées par le rt-PA (20, 40, 80 pg/ ml), la protéine HMGB1 est toujours

visible au niveau cellulaire, mais la réorganisation du tapis cellulaire et le regroupement des cellules
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en amas rendent la localisation de HMGB1 difficile (figure 57) : le marquage nucléaire est visible,
mais le marquage cytoplasmique est difficilement observable au vu de la morphologie des cellules.

Cette étude ne nous permet donc pas de conclure quant a une éventuelle translocation de HMGB1
au niveau cytoplasmique, mais permet de confirmer que la protéine est bien présente dans la cellule

et qu’elle n’est pas dégradée par le rt-PA quelle que soit la concentration.

rt-PA (ug/ml)

Contréle

HMGB1 Dapi
. . .M
o

Merge

Figure 57 : Images d’immunofluorescence représentatives de I'effet d’'une gamme de rt-PA sur la
localisation de HMGB1 dans les cellules bEnd.3
HMGB1 en rouge ; Dapi en bleu, échelle= 25 um.

c. Discussion

Dans cette expérience, nous avons cherché a localiser la protéine HMGB1 par immunocytochimie
dans les cellules aprées traitement par une gamme de rt-PA. Malgré un changement morphologique
important des cellules aprés rt-PA, nous observons toujours la présence d’'un marquage nucléaire de
HMGB1 comme chez les cellules controles. En ce qui concerne le cytoplasme, il est difficile de le
distinguer apres traitement au rt-PA car les cellules changent de morphologie et se regroupent en
amas. Nous ne pouvons donc pas conclure quant a la présence ou I'absence d’'un marquage HMGB1
dans ce compartiment cellulaire aprés rt-PA. Nous pouvons toutefois affirmer que la protéine est

toujours présente au niveau des cellules et qu’elle n’est pas dégradée aprés rt-PA.
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Etant donné que HMGB1 disparait de la fraction protéique soluble apreés traitement par le rt-PA et
gu’elle n’est ni sécrétée, ni dégradée, nous avons supposé que HMGB1 pourrait étre localisée dans le
culot obtenu aprées la premiére centrifugation des lysats cellulaires. Ce culot a été lavé avec le méme
tampon de lyse afin de solubiliser un maximum de protéines, puis a été isolé aprés une deuxieme
centrifugation. Il correspondrait a une fraction contenant toutes les protéines insolubles dans le

tampon de lyse utilisé.

3. Effet du rt-PA sur la sécrétion, I’expression et la localisation de HMGB1 par les cellules bEnd.3 :

deuxiéme partie

A) Etude de I'effet d’'une gamme de rt-PA sur I’expression et la sécrétion de HMGB1 a 24h

Apres un changement du lot de rt-PA (lot 2 #601772), nous avons cherché a reproduire les résultats

obtenus précédemment et a les confirmer sur un plus grand nombre de cultures cellulaires.

a. Protocole expérimental

Nous avons utilisé le méme protocole que dans les études précédentes. Les cellules bEnd.3 ont été
ensemencées dans des plaques de 24 puits dans du milieu contenant du SVF. Vingt-quatre heures
apres, elles sont traitées par le rt-PA a la concentration de 20, 40 ou 80 pg/ml pendant 24 heures
dans du milieu dépourvu de SVF. Les cellules contréles n’ont quant a elles subi qu’un changement de
milieu sans SVF pour étre dans les mémes conditions que les cellules traitées (figure 58).

A la fin des traitements, les lysats et surnageants cellulaires ont été récupérés. Les fractions

protéiques solubles et insolubles ont été isolées a partir des lysats cellulaires. L'expression de

HMGB1 a ensuite été évaluée par Western Blot et corrigée par I'actine dans la fraction protéique
soluble et par I'histone dans la fraction protéique insoluble, puis exprimée en pourcentage des
cellules contréles (n=6/condition). Enfin, les surnageants ont été concentrés afin d’évaluer la

sécrétion de HMGB1.

E t A P
nsemencemen rt-PA (20, 40, 80 pg/ml) Arrét de la réaction
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T-24h TO T+24h

Figure 58 : Protocole de traitement des cellules bEnd.3 par une gamme de rt-PA
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b. Résultats

4+ Evaluation de la sécrétion de HMGB1 dans les surnageants

Le Western Blot de HMGB1 dans les surnageants montre une bande faible intensité, parfois
indétectable, de masse moléculaire apparente de 25 kDa (figure 59). Cette bande est toutefois tres
visible dans le controle positif (CT+) correspondant a un échantillon de fraction protéique soluble des
cellules contréles et qui a permis de valider le Western Blot.

Dans les surnageants, l'intensité de cette bande n‘est pas modifiée par le traitement par le rt-PA
quelle que soit la concentration utilisée. HMGB1 n’est donc pas secrétée dans le milieu
extracellulaire dans nos conditions. Cette étude est en accord avec nos précédents résultats (figure
59).
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Figure 59 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur la sécrétion de HMIGB1 par les cellules bEnd.3
CT+ = control positif = fraction protéique soluble des cellules controdles. Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en
unités arbitraires (UA). n=6/condition ; CT=contrdle.

4+ Evaluation de I'expression de HMGB1 dans la fraction protéique soluble

Une bande migrant a la méme masse moléculaire que précédemment (25 kDa) a été mise en

évidence dans cette fraction et correspond a HMGB1. La quantification de cette bande montre que
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I’'expression de HMGB1 corrigée par celle de I'actine qui reste stable, n’est pas modifiée par le
traitement par le rt-PA, que ce soit a la concentration de 20 ou 40 pug/ml. Cependant, quand les
cellules sont traitées par le rt-PA a la concentration de 80 pg/ml, I'expression de HMGB1 diminue
considérablement dans cette fraction (P<0,05) (figure 60). Par ailleurs aucune trace de I’histone n’est

détectée dans cette fraction.
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Figure 60 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur I’expression de HMGB1

dans la fraction protéique soluble des cellules bEnd.3 évaluée par Western Blot
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en pourcentage des cellules contréles. n=6/condition ; CT=contréle ; * P<0,05
versus CT.
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4+ Evaluation de I'expression de HMGB1 dans la fraction protéique insoluble

Le résultat du Western Blot dans cette fraction protéique insoluble montre une expression stable de
I’histone dans toutes les conditions (figure 61). L'évaluation de I'expression de HMGB1 corrigée par
I’histone dans cette fraction montre un taux élevé de la protéine aprés traitement par le rt-PA a la
concentration de 80 pg/ml (P<0,01), concentration a laquelle nous avons observé une diminution
significative de son expression dans la fraction protéique soluble. Cet effet n’est pas observé aux
autres concentrations de rt-PA (20 et 40 pug/ml). Par ailleurs aucune trace de l'actine n’est détectée
dans cette fraction.
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Figure 61 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur I’expression de HMGB1

dans la fraction protéique insoluble
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en pourcentage des cellules contréles. n=6/condition. CT=contréle. ** : P<0,01
versus CT.
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+ Evaluation de la cytotoxicité du rt-PA

La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT et la mort cellulaire par une mesure des taux de
LDH dans le milieu de culture. Les résultats montrent que le rt-PA n‘a aucun effet a la concentration
de 20 pg/ml. Aux concentrations de 40 et 80 ug/ml, il entraine une diminution significative de la
viabilité cellulaire (P<0,01) (figure 62A). Cependant, la mort cellulaire n‘est augmentée qu’apres

traitement des cellules par le rt-PA a la concentration de 80 pg/ml (P<0,05) (Figure 62B).
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Figure 62 : Effet cytotoxique du rt-PA sur les cellules bEnd.3.

A) Viabilité cellulaire (test MTT), B) Mort cellulaire (dosage LDH)
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles pour la mesure de la viabilité et en % de
Full Kill (100% de mort) pour la mesure de la mort cellulaire. n=6/condition. CT=contréle. * : P<0,05, ** P<0,01 versus CT.

c. Discussion

Dans cette étude, apres un changement de lot de rt-PA, nous avons recherché pour la deuxieme fois
I'effet d’une gamme de rt-PA sur HMGB1. Nous avons tout d’abord analysé les surnageants et la
fraction protéique soluble. Comme précédemment, nous n’avons détecté aucune trace de la
protéine dans les surnageants, et ce quelle que soit la concentration de rt-PA utilisée. Cependant,
I’analyse de la fraction protéique soluble montre que I'expression de HMGB1 restait inchangée apres
traitement par le rt-PA 20 et 40 ug/ml et baissait considérablement a la concentration de 80 pg/ml.
Ce résultat différe du résultat obtenu avec le précédent lot qui montrait une disparition de HMGB1

dés 40 pg/ml de rt-PA. L’activité des deux lots de rt-PA, trés proches d’apres le fournisseur (lot 1:
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11,74 x10° Ul/flacon ; lot 2 : 11, 90 x 10° Ul/flacon), ne semble pas impliquée dans cette différence de
I'effet. La réponse des cellules semble étre un effet de tout ou rien. Deux hypothéses peuvent étre
envisagées : 1) la concentration de 40 pg/ml est peut-étre située dans la zone « charniére » de la
courbe effet/dose, zone dans laquelle I'effet est fluctuant, 2) une légére variation de la densité des
cellules dans nos conditions de culture peut avoir influencé leur réponse.

Par ailleurs, nous avons observé un effet intéressant en analysant la fraction protéique insoluble
issue de nos cellules. En effet, a la concentration de 80 ug/ml, la protéine HMGB1 qui, comme décrit
précédemment disparait complétement de la fraction protéique soluble mais n’est pas secrétée par
les cellules, se retrouve dans une fraction protéique insoluble trés riche en histones. Le rt-PA semble
donc modifier I’état de solubilité de HMGB1 dans les cellules bEnd.3, voire son affinité a chromatine.
Un tel effet du rt-PA sur HMGB1 n’a encore jamais été décrit. Toutefois Scaffidi et collaborateurs ont
montré que dans des conditions d’apoptose induite dans les cellules HeLa, HMGB1 était retenue au
niveau nucléaire et n’était pas sécrétée par les cellules (Scaffidi et al., 2002). Cependant, d’autres
données de la littérature contredisent cet effet, notamment I'étude de Bell et collaborateurs qui
montre qu’en condition de nécrose comme d’apoptose, HMGB1 ne reste pas dans le noyau et est
bien secrétée (Bell et al., 2006).

Afin de rechercher une éventuelle fixation d’"HMGB1 au niveau des protéines nucléaires apres
traitement par le rt-PA, nous avons choisi de perméabiliser les cellules avant de les fixer par le
paraformaldéhyde. Chez les cellules contrbles, une perméabilisation doit permettre la diffusion de
HMGB1 dans le milieu extracellulaire. Toutefois, si le rt-PA modifie la solubilité de HMGB1 ainsi que
son affinité au noyau, la protéine demeurerait nucléaire aprés perméabilisation des cellules traitées

par le thrombolytique.

B) Etude de I'effet du rt-PA sur la localisation de HMGB1 par une technique d’immunocytochimie

apres perméabilisation cellulaire

a. Protocole expérimental

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles recouvertes de poly-D lysine dans des plaques de
24 puits. Vingt-quatre heures apres, elles ont été traitées par le rt-PA aux concentrations de 40 et 80
pug/ml pendant 24 heures. Les cellules contréles n’ont subi qu’un changement de milieu.

A la fin du traitement, les cellules ont été perméabilisées par une solution tampon NP40 a 0,1%

pendant 30 secondes avant d’étre fixées par du paraformaldéhyde. Un double marquage
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HMGB1/Dapi en immunocytochimie a ensuite été réalisé. Les lames ont été observées au microscope

a fluorescence.

b. Résultats

Les images de la figure 63 représentent le marquage cellulaire de HMGB1 en rouge et des noyaux par
le Dapi en bleu. Les cellules contréles présentent comme observé précédemment un marquage de
HMGB1 majoritairement nucléaire et tres faible au niveau cytoplasmique. Lorsque les cellules
contréles sont perméabilisées, le marquage de HMGB1 au niveau cytoplasmique est plus important,
ce qui témoigne d’une mobilité de la protéine du noyau vers le cytoplasme. Cependant le marquage
au niveau nucléaire n’est pas diminué.

En ce qui concerne les cellules traitées par le rt-PA, quelle que soit la concentration utilisée, une
perte importante des cellules a pu étre constatée. Nous ne pouvons donc pas conclure quant a un

effet du rt-PA dans ces conditions.

Perméabilisation

Contréle non rt-PA (pg/ml)

perméabilisé Controle ” "

Figure 63 : Images d’immunofluorescence représentatives de I'effet du rt-PA sur la localisation
cellulaire de HMGBI1 aprés perméabilisation des membranes cellulaires
HMGB1 en rouge, Dapi en bleu, échelle = 25 pm.

Dapi

HMGB1

Merge
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C) Implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur la protéine HMGB1

a. Recherche d’une production de PARs par les cellules bEnd.3

Avant d’étudier I'implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur la protéine HMGB1, nous avons
vérifier dans les cellules bEnd.3 que la PARP était bien activable. Pour cela, nous avons choisi de
stimuler les cellules avec du peroxyde d’hydrogéne qui, comme décrit par Dantzer et al (1999), est
capable d’induire des altérations au niveau de I’ADN et ainsi d’activer la PARP. Ensuite, nous avons
mesuré la production des poly(ADP-riboses) (PARs) par Western Blot. Nous avons également réalisé

un effet dose/réponse des cellules au PJ34, un inhibiteur de la PARP, sur la formation des PARs.

> Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits dans du milieu contenant du
SVF. Vingt-quatre heures apres, elles ont été déprivées en SVF pendant 24 heures supplémentaires.
A la fin de la période de déprivation, les cellules ont été stimulées par H,0, a la concentration de 1
mM préparé dans du milieu Hank’s et ce pendant 10 minutes (Dantzer et al., 1999). Un traitement
par le PJ34 aux concentrations de 0,01, 0,02, 0,08, 0,2, 1, 10, 50 et 100 uM a été réalisé 10 minutes
avant la stimulation par H,0,. Les deux traitements ont ensuite été maintenus pendant la durée de la
stimulation, c’est-a-dire 10 minutes. A la fin de la stimulation, le milieu contenant les traitements est
remplacé par du milieu Hank’s frais et les cellules ont été laissées au repos pendant 20 minutes afin

de permettre la synthese des PARs (figure 64).

Les protéines totales ont ensuite été récupérées dans du tampon de Laemmli et les PARs ont été
analysés par Western Blot. Les cellules contréles n’ont subi qu’'un changement de milieu

(n=1/condition)

Ensemencement Changement de Traitement H,0,(1mM) £ Arrét réaction +
4x10° cellules/ml milieu Pi34 20 minutesrepos
Milieu +SVF Milieu -SVF Milieu -SVF
T-48h T-24h TO T+10 minutes

Figure 64 : Protocole de I'effet dose/réponse du PJ34 sur la formation des PARs
apreés stimulation par H,0,
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> Résultats

Le Western Blot des PARs ne montre pas une unique bande spécifique, mais se présente sous forme
de trainées « smear » qui correspondent aux poly(ADP-riboses) fixés sur les différentes protéines
PARylées par la PARP (figure 65). La PARP, elle-méme PARYylées, est retrouvée dans la zone de masse
moléculaire comprise entre 113 kDa et 120 kDa.

Comme le montre la figure 65, H,0, (1mM) induit la formation des PARs par les cellules bEnd.3 ce qui
se traduit par une trainée intense de leur marquage le long du gel. L'intensité de ces trainées est
considérablement diminuée lorsque les cellules sont traitées par le PJ34 a partir de la concentration
de 0,02 puM jusqu’a 100 puM, ce qui indique un blocage de la production de PARs. Le PJ34 aux

concentrations inferieures a 0,2 uM n’a pas effet.

H.0; (1 mM)

PJ 34 uM - - 100 58 10 1 02 008 002 001

=225

= 150

== 102

=75

kDa
Figure 65 : I’'effet d’une gamme de PJ34 sur la formation des PARs aprés stimulation par H,0,

n=1/condition.

b. Etude de I'effet d’'une gamme de PJ34 sur les cellules bEnd.3 a 24h

Nous avons précédemment montré que les cellules bEnd.3 étaient capables de produire des PARs
lorsqu’elles étaient stimulées par H,0, et que cette production etait inhibée par le PJ34. Nous avons
donc décidé d’étudier I'effet cytotoxique d’une gamme de PJ34 (10, 50, 100 uM) a 24 heures afin de

choisir la concentration a associer au traitement par le rt-PA.
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> Protocole expérimental

Les cellules bEnd.3 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits dans du milieu contenant du
SVF. Vingt-quatre heures apreés, elles ont été traitées par le PJ34 aux concentrations de 10, 50 et
100 uM pendant 24 heures dans du milieu dépourvu de SVF. Les cellules contréles n’ont quant a elles
subi gqu’un changement de milieu sans SVF pour étre dans les mémes conditions que les cellules
traitées (n=4/groupe).

La viabilité cellulaire a ensuite été évaluée par un test MTT, et la mort cellulaire par une mesure du

taux de LDH relargué dans le milieu de culture.

> Résultats

Le PJ34 n’entraine pas de modification de la viabilité cellulaire aux concentrations de 10 et 50 uM.
Cependant, a la concentration de 100 uM, une diminution statistiquement significative de la viabilité
cellulaire est observée (figure 66A).

Par ailleurs, les données de LDH ne montrent pas d’augmentation de la mort cellulaire aux

différentes concentrations de PJ34 utilisées (figure 66B).
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Figure 66 : Effet d’'une gamme de PJ 34 sur la viabilité et la mort des cellules bEnd.3
Les résultats (moyenne + sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contréles pour la mesure de la viabilité et en %
de Full Kill (100% de mort) pour la mesure de la mort cellulaire. n=4/ condition. CT= contréle. ***P<0.001 versus CT.
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c. Discussion

Le PJ34 est un inhibiteur synthétique de la PARP de la famille des phénanthridiones qui présente une
IC50 de 17 nM. Il posséde une structure proche de celle du nicotinamide et entre en compétition
avec le NAD®, substrat de la PARP. Au laboratoire, nous avons montré dans nos modeéles d’ischémie
cérébrale chez la souris que l'inhibition de la PARP par le PJ34 exerce un effet protecteur en
réduisant notamment les transformations hémorragiques, quelles soient spontanées ou induites par
le rt-PA (Haddad et al., 2008, 2013 ; Teng et al., 2013). Il protége également les constituants de la
BHE (protéines de jonction serrées et adhérentes) altérés apres la thrombolyse par le rt-PA dans nos
modeles (Teng et al., 2013 ; El Amki (soumis)). Nous avons également montré in vitro que le PJ34
réduit le taux de microvésicules endothéliales, marqueurs d’altération endothéliale, libérées par les
cellules bEnd.3 apreés traitement par le rt-PA (Garraud et al., 2016).

Nous avons donc choisi d’utiliser le PJ34 afin d’étudier I'implication de la PARP dans les effets du
rt PA sur HMGB1. Ainsi, nous avons tout d’abord cherché a mettre en évidence la production de
PARs, qui reflete I'état d‘activation de la PARP, en traitant les cellules bEnd.3 par H,0,. En effet, H,0,
est un agent capable d’oxyder ’ADN et de I'altérer, ce qui active les systémes de réparation cellulaire
dont la PARP. En utilisant le méme protocole de stimulation que I'étude de Dantzer et collaborateurs
(Dantzer et al., 1999), nous avons mis en évidence par Western Blot une production de PARs qui est
completement inhibée par le PJ34 aux concentrations de 1, 10, 50 et 100 uM.

En ce qui concerne les effets cytotoxiques du PJ34, nous avons observé une baisse de la viabilité
cellulaire statistiquement significative a la concentration 100 uM, qui refléterait plutot une altération
du métabolisme cellulaire, d’autant plus qu’a cette méme concentration aucune augmentation de la
mort cellulaire n’a été mise en évidence. Aux autres concentrations étudiées (10 et 50 uM), nous
n‘avons observé aucun effet cytotoxique. Nous avons donc choisi d’associer le PJ34 a Ia

concentration de 10 uM au traitement par le rt-PA dans I'étude qui suit.

d. Etude de I'implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur HMGB1

» Protocole expérimental

Les cellules ont été ensemencées comme précédemment dans des plaques de 24 puits en présence

de SVF. Vingt-quatre heures apres, elles ont été traitées par le rt-PA aux concentrations de 40 ou 80

pug/ml associé ou non au PJ34 (10 uM) dans du milieu sans SVF. Le PJ34 a été additionné dans le
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milieu 1 heure avant le rt-PA et I'inhibition a été maintenue pendant toute la durée du traitement,
c’est-a-dire 24 heures. Les cellules contrdles ont subi un changement de milieu a T-1h et TO (n=5/
condition) (figure 67).

A la fin du traitement, les lysats cellulaires ont été récupérés et les fractions protéiques solubles et
insolubles ont été séparées. L'expression de HMGB1 a ensuite été évaluée dans chaque fraction par
Western Blot. Les taux de HMGB1 mesurés ont été corrigés par I'actine dans la fraction soluble et par

I’histone dans la fraction insoluble et sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules

controles.
Ensemencement rt-PA (40, 80 pg/ml) £ A Ay
ax105 cellules/ml PJ34 (10 uM) PJ34 (10 pM) Arrét de laréaction
| Milieu +SVF Milieu -SVF >
T-24h T-1h TO T+24h

Figure 67 : Protocole de traitement des cellules par le rt-PA associé ou non au PJ34

> Résultats

4+ Evaluation de I'expression de HMGB1 dans la fraction protéique soluble

Le PJ34 seul n’exerce pas d’effet sur I'expression de HMGB1 dans la fraction protéique soluble (figure
68). Le traitement des cellules par le rt-PA aux concentrations de 40 ou 80 pg/ml entraine une
diminution statistiquement significative (P<0,05) de |’expression de HMGB1 par rapport a la
condition contréle. L’association du PJ34 au traitement par le rt-PA a la concentration de 40 pg/ml
tend a bloquer la diminution de I'expression de HMGB1 observée a cette concentation. A la

concentration de 80 pug/ml de rt-PA, I'association du PJ34 n’a aucun effet sur I'expression de HMGB1.
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Figure 68 : Implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur HMIGB1
dans la fraction protéique soluble

Les résultats (moyenne =+ sd) sont exprimés en pourcentage des cellules contrdles. n=5/condition ; CT= contrdles. * : P<

0,05 versus CT.

4+ Evaluation de I'expression de HMGB1 dans la fraction protéique insoluble

Dans la fraction protéique insoluble, le PJ34 ne modifie pas I'expression de HMGB1. Lorsque les

cellules sont traitées par le rt-PA aux concentrations de 40 et 80 pg/ml les taux de HMGB1

augmentent par rapport a la condition contréle (P<0,05). L’association du PJ34 que ce soit a la

concentration de 40 pg/ml ou de 80
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ug/ml de rt-PA ne bloque pas cet effet (figure 69).
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Figure 69 : Implication de la PARP dans les effets du rt-PA sur HMIGB1
dans la fraction protéique insoluble

Les résultats (moyenne) sont exprimés en pourcentage des cellules contréles. n=5/ condition ; CT= contrdle.
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4+ Evaluation de la mort cellulaire

Le PJ34 n’exerce pas d’effet propre sur la mort cellulaire. Le traitement des cellules par le rt-PA aux
concentrations de 40 et 80 pg/ml entraine une augmentation de la mort cellulaire (P<0,05) (figure

70). L’association du PJ34 au rt-PA quelle que soit la concentration ne modifie pas cet effet.
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Mort cellulaire (% des Full Kill)
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rt-PA (ugiml) - ; 40 40 80 80

PJ34(10 pM) - + - + ; +

Figure 70 : Effet du rt-PA et du PJ34 sur la mort cellulaire
Les résultats (moyenne =+ sd) sont exprimés en pourcentage des cellules contrdles. n=5/ condition. CT= contrdle (* : P<0,05)
versus contrdle.

e. Discussion

Au cours de cette expérience nous avons recherché si la PARP était impliquée dans la modification de
I’état de solubilité de HMGB1 induite par le rt-PA dans les cellules bEnd.3. Pour cela, nous avons
choisi d’associer le PJ34, un puissant inhibiteur de la PARP, au traitement par le rt-PA aux
concentrations de 40 et 80 pg/ml.

Dans la présente étude, les deux concentrations de rt-PA ont entrainé une mortalité cellulaire qui est
toujours associée au passage de HMGB1 de la fraction soluble a la fraction insoluble. Les liens de

cause a effet entre ces deux phénomenes restent cependant a déterminer.
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Le PJ34 tend a bloquer les effets du rt-PA 40 ug/ml sur le changement de fraction d’HMGBI1.
Néanmoins cette étude nécessite d’étre complétée afin de confirmer une implication de la PARP
dans les effets du rt-PA.

Il. Etudes in vivo

Les données de la littérature rapportent une augmentation de la concentration plasmatique de
HMGB1 chez les souris et les rats soumis a une ischémie cérébrale dans des modéles endovasculaires
permanents et transitoires (Kim et al., 2006 ; Muhammad et al., 2008 ; Gong et al., 2014).
Parallelement a nos études menées in vitro, nous avons examiné I'expression de HMGB1 dans des
modeles d’ischémie cérébrale chez la souris.

Nous avons recherché dans un premier temps une sécrétion de HMGB1 dans le plasma de souris
ischémiées traitées ou non par le rt-PA dans un modeéle d’ischémie endovasculaire permanent. Dans
un second temps, nous avons recherché les mémes effets dans un modele d’ischémie endovasculaire
transitoire. Les ischémies ont été réalisées par notre technicien Bérard Coqueran. Le traitement des
souris, leur euthanasie, ainsi que le prélevement des échantillons de sang et de cerveau ont été

réalisés par mes soins.

1. Etude de l'effet du rt-PA sur la sécrétion de HMGB1 dans un modeéle d’ischémie cérébrale

endovasculaire permanente

a. Protocole expérimental

Dans ce modele, I'ischémie est induite par introduction d’un filament de nylon dans I'artére carotide
commune (ACC) et avancé jusqu’a l'origine de I'artere cérébrale moyenne (ACM). Le filament est
laissé en place jusqu’au moment de l'euthanasie afin d’entrainer I'occlusion de I'artere de facon
permanente (voir paragraphe I.1.A Matériels et Methodes).

Le rt-PA (ou son solvant) est administré a la dose de 10 mg/kg, 6 heures apreés le début I'ischémie et
les souris ont été euthanasiées 2 heures apres ce traitement ou a 24 heures (figure 71). Les souris

témoins opérées ont subi toute la chirurgie sauf I'ischémie.

Au moment de I'euthanasie des souris, des échantillons de sang ont été prélevés dans la veine cave
inférieure sur citrate (0,130M). HMGB1 a été mesurée dans ces plasmas a I'aide d’un Kit ELISA. Les

valeurs sont exprimées en ng/ml (n= 4-6/ groupe).
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Figure 71 : Protocole d’étude de I’effet du rt-PA sur la sécrétion plasmatique de HMGB1
dans le modeéle d’ischémie endovasculaire permanent

Résultats

gue ce soit a 8h (figure 72A) ou a 24 heures (figure 72B) post-ischémie.

groupes en particulier chez les témoins opérés a 8 heures.
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Figure 72 : Taux plasmatiques de HMGB1 apreés ischémie et traitement par le rt-PA
dans un modéle d’ischémie endovasculaire permanent

Les résultats (moyenne * sd) sont exprimés en ng/ml. n= (4-6) /groupe .

Les résultats de I'ELISA montrent que les taux plasmatiques de HMGB1 dans le plasma ne sont

augmentés ni aprés ischémie ni aprés traitement par le rt-PA par rapport aux souris témoins opérés,

Toutefois, il est a noter une trés grande variabilité des valeurs plasmatiques de HMGB1 au sein des
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2. Etude de I'effet du rt-PA sur I’expression et la sécrétion de HMGB1 dans un modeéle d’ischémie

endovasculaire transitoire

a. Protocole expérimental

Dans le modele d’ischémie transitoire, I’ACM est également occluse a I'aide d’un filament en nylon,
mais qui est introduit par I'artéere carotide externe (ACE), avant d’étre dirigé vers I’ACC. Il est ensuite
avancé via I'artére cérébrale interne (ACl) jusqu’a I'origine de ’ACM. Le filament est ensuite laissé en
place pendant 1 heure afin d’induire I'occlusion de I'artére de fagon transitoire. Puis, le filament est

retiré afin de permettre la reperfusion.

Le rt-PA est administré a la dose de 10 mg/kg, 4 heures aprés lI'ischémie et les souris ont été
euthanasiées 6 heures ou 24 heures apres (figure 73). Les souris témoins opérées ont subi toute la

chirurgie sauf I'ischémie.

Apres euthanasie des souris, des échantillons de sang ont été prélevés dans la veine cave inférieure
sur EDTA potassique (0,5M). HMGB1 a été mesurée dans ces plasmas a 'aide d’un Kit ELISA, les
concentrations sont exprimées en ng/ml (n=6/ groupe).

L'expression de HMGB1 a également été évaluée par Western Blot dans le cortex ipsilatéral a la

Iésion. Les valeurs sont exprimées en unités arbitraires corrigées par I’actine (n=6/ groupe).

. b e s rt-PA (10mg/kg) ou Euthanasie des Euthanasie des
DEbutcSschemi Nacl (0.9%) souris souris
T4h 6h ou 24h
Sang Sang
+ +
cerveau cerveau

Figure 73 : Protocole d’étude de I’effet du rt-PA sur la sécrétion plasmatique et I’expression
cérébrale de HMGB1
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b. Résultats

4+ Etude de I'effet du rt-PA sur la sécrétion de HMIGB1 dans le plasma

Les taux plasmatiques de HMGB1 sont augmentés dans le plasma des souris ischémiées par rapport a
ceux des témoins opérés a 6 heures (P<0,05 ; figure 74A) et a 24 heures (augmentation de pres de

50% ; P<0,05 ; figure 74B). Cependant, le rt-PA ne modifie pas cette sécrétion plasmatique, que ce

soit a 6 heures ou a 24 heures.
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Figure 74 : Taux plasmatiques de HMGB1 aprés ischémie et traitement par le rt-PA
dans un modéle d’ischémie endovasculaire transitoire
Les résultats (moyenne =+ sd) sont exprimés en ng/ml. n=6/ groupe. P<0,05 versus témoins opérés.
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+ Etude de I'effet du rt-PA sur I'expression de HMGB1 dans le cortex cérébral ipsilatéra

L'expression de HMGB1 dans le cortex ipsilatéral n’est modifiée ni par I'ischémie ni par le traitement
par le rt-PA par rapport a celle des souris témoins opérées que ce soit a 6 heures ou 24 heures post-
ischémie (figure 75). Cependant, une forte variabilité est observée au sein des groupes d’animaux

ischémiés a 6 heures comme a 24 heures.
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Figure 75 : Expression de HMGBI1 dans le cortex ipsilatéral apres ischémie et traitement par le rt-PA
Les résultats (moyenne * sd) sont exprimés en unités arbitraires. n=6 / groupe.
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Ill. Discussion

Dans cette partie de mes travaux de thése, je me suis intéressée a la protéine HMGB1 dans le but de
mettre en évidence une éventuelle cascade rt-PA/PARP/HMGB1 dans les cellules bEnd.3 ; en effet, 1)
il est aujourd’hui bien établi que le rt-PA est capable d’activer la PARP (Crome et al., 2007) (dans
notre modele de culture de bEnd.3, nous avons d’ailleurs montré que les effets du rt-PA sur la
production de microvésicules endothéliales sont en partie médiés par la PARP (cf premiére partie des
résultats) et 2) deux études ont montré que la poly(ADP-ribosyl)ation de HMGB1 favorisait sa
sécrétion par les fibroblastes (Ditsworth et al., 2007 ; Davis et al., 2012). Nous avons donc fait
I’hypothése que le rt-PA pourrait entrainer une sécrétion de HMGB1 via la PARP dans nos cellules

bEnd.3.

La protéine HMGB1 est une protéine située majoritairement au niveau nucléaire, elle est cependant
trés rapidement mobilisable. En effet, lorsque les cellules sont en nécrose, activées ou en état
d’inflammation, HMGB1 est secrétée dans le milieu extracellulaire soit par un mécanisme de
sécrétion active soit par libération passive dans le cas d’une nécrose (voir pour revue Yang et al.,
2005 ; Kang et al., 2014). De méme, I'apoptose de différentes cellules (Hela, Jurkat et Panc-1) induite
par I'association du TNF et du cycloheximide, est aussi associée a une sécrétion de HMGB1, caspases-

dépendante dans ce cas (Bell et al., 2006).

Contrairement a notre hypothése, nos résultats in vitro montrent que le rt-PA n’induit pas la
sécrétion de HMGB1 par les cellules bEnd.3 ; en revanche, il modifie son état de solubilité au sein de
la cellule. Ainsi aprées traitement par le rt-PA, HMGB1 passe d’une fraction protéique soluble a une
fraction protéique insoluble. Cette fraction insoluble, riche en histone, pourrait correspondre a une

fraction nucléaire, ce qui suggererait que le rt-PA maintient HMGB1 dans le noyau.

Il faut remarquer que l'effet du rt-PA sur HMGB1 dans nos conditions est toujours associé a une
augmentation de la mortalité des cellules bEnd.3. Il serait intéressant de préciser le type de mort
cellulaire induite par le rt-PA dans nos conditions et de rechercher notamment la présence d’une
mort apoptotique. En effet, contrairement aux résultats de Bell et al. cités plus haut, dans I'étude de
Scaffidi et al. (2002), les cellules HelLa soumises a un stimulus pro-apoptotique (association du TNF et
du cycloheximide) ne secretent pas HMGB1, qui reste localisée au niveau nucléaire (Scaffidi et al.,
2002). Les auteurs confirmaient ce résultat grace a une expérience d'immunocytologie : aprés

perméabilisation des membranes cellulaires puis traitement pro-apoptotique, HMGB1 demeurait
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bien au niveau nucléaire. Une telle confirmation n’a pu étre obtenue dans nos conditions, en raison
des profondes modifications morphologiques des cellules bEnd.3 aprés traitement par le rt-PA et
perméabilisation. De méme, nous avons réalisé sans succes des expériences de fractionnement
cellulaire a I'aide de kits commercialisés afin de confirmer la localisation nucléaire de HMGB1 apres
traitement par le rt-PA (résultats non présentés); le contréle du fractionnement avec différents
marqueurs (histone pour la fraction nucléaire, actine pour la fraction cytosolique...) ont mis en

évidence que dans nos conditions les fractions obtenues n’étaient pas pures.

Dans la littérature, plusieurs études montrent que le rt-PA est capable d’induire I'apoptose :

-1) Liu et collaborateurs (2004) ont montré que le t-PA augmente I’activité apoptotique au niveau des
neurones et des vaisseaux dans un modele d’ischémie endovasculaire chez la souris (Liu et al., 2004).
Dans cette méme étude, le t-PA (20 pug/ml) potentialise in vitro I'activité apoptotique sur a) des
cultures de neurones traités par le NMDA ; b) des cultures primaires de cellules endothéliales
cérébrales murines soumises a des conditions d’hypoxie. Cette activité apoptotique impliquerait non

seulement la voie des caspases, mais également facteur AIF (Apoptosis Inducing Factor).

-2) Yoeruek et al. (2008) ont montré que les cellules endothéliales humaines de cornée (HCEC,
Human Corneal Endothelial Cells) traitées par le rt-PA présentaient des taux élevés de corps
apoptotiques (Yoeruek et al., 2008). Toutefois, cet effet est observé a des concentrations plus

élevées que celles que nous avons utilisées dans nos études (a partir de 100 pg/ml).

Dans la suite de nos expérimentations, nous avons recherché les interactions rt-PA /PARP /HMGB1
dans nos cellules bEnd.3. Cependant, nos précédents résultats étant en contradiction avec notre
hypothése initiale (ie une activation de la PARP par le rt-PA entrainant la poly(ADP-ribosyl)ation de
HMGB1 et sa sécrétion), nous avons recherché la contribution de la PARP dans le changement de
I’état de solubilité de HMGB1 induit par le rt-PA dans les cellules bEnd.3. En effet, la PARP étant
capable de poly(ADP-ribos)yler le facteur AIF, ce qui provoque sa translocation vers le noyau et
I'induction d’une apoptose caspase-indépendante (Yu et al., 2006 ; Fatokun et al., 2014), on peut se
demander si ce type d’apoptose pourrait, comme |'apoptose caspase-dépendante induite par le TNF
et le cycloheximide dans I'étude de Scaffidi et al., conduire a la rétention de HMGB1 dans le noyau.
L’association d’un inhibiteur de PARP au rt-PA ne modifie pas significativement la localisation de
HMGB1 au sein des cellules bEnd.3, mais une tendance est néanmoins observée avec la

concentration de 40 pg/ml de rt-PA.
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Hormis la poly(ADP-ribosyl)ation, d‘autres modifications post-traductionnelles telles que I'acétylation
peuvent modifier la distribution cellulaire de HMGB1, ainsi que sa sécrétion (Bonaldi et al, 2003). Les
travaux de Scaffidi et al. (2002) ne montrent pas de modification de I'état d’acétylation de HMGB1
dans les cellules Hela apoptotiques ; par contre, ils mettent en évidence que c’est la desacétylation
des histones dans ces conditions d’apoptose qui est responsable de la liaison de HMGB1 a la

chromatine.

Pour compléter nos études, il serait intéressant de rechercher apres traitement de nos cellules par le
rt-PA non seulement la survenue d’une mort de type apoptotique (via la mise en évidence d’une

activation des caspases ou de la translocation d’AlF) mais aussi I’état d’acétylation de la chromatine.

Parallelement a ces études in vitro, nous avons recherché dans nos modeéles d’ischémie cérébrale
réalisés chez la souris une sécrétion plasmatique de HMGB1 apres ischémie et traitement par le
rt-PA. Nous avons tout d’abord choisi d’utiliser un modele d’ischémie endovasculaire permanent,
I'effet délétere du rt-PA dans ce modele étant trés bien caractérisé au laboratoire: son
administration tardive (6 heures post-ischémie) augmente la dégradation des composants de la
BHE (protéines de jonction serrées (ZO-1, Claudine 5) et adhérentes (VE-cadherine)), les
transformations hémorragiques et le déficit fonctionnel (Haddad et al., 2013 ; Teng et al., 2013). Le
dosage par ELISA de HMGB1 dans le plasma des souris ne montre pas d’augmentation de cette
protéine ni apres ischémie, ni aprés traitement par le rt-PA, que ce soit 2 heures ou 18 heures apres
administration du thrombolytique (il est a noter que le groupe de souris « témoins opérés »
euthanasiés a 8 heures présente des taux plasmatiques de HMGB1 élevés, suggérant un effet
important de la chirurgie a ce temps). Tres peu d’études ont mis en évidence une sécrétion de
HMGB1 dans les modeles d’ischémie permanente. Ainsi, dans un modeéle par électrocoagulation de
I’ACM, Muhammad et al. ont montré une augmentation sérique de HMGB1 uniquement a 4 heures
post-ischémie (Muhammad et al., 2008) alors que Liesz et al. n’ont pas mis en évidence de sécrétion
de HMGB1 dans le sérum des souris ischémiées, que ce soit a 30 minutes, 2 heures, 24 heures ou
72 heures post-ischémie (Liesz et al.,, 2015). Par contre, dans cette derniere étude, Liesz et
collaborateurs montraient que les taux sériques de HMGB1 étaient augmentés a ces mémes temps
dans un modeéle d’ischémie endovasculaire transitoire (90 min d’occlusion) (Liesz et al., 2015).
D’autres études ayant également mis en évidence une sécrétion de HMGB1 dans le sérum, le plasma
ou le LCR dans des modeles d’ischémie cérébrale endovasculaire transitoire (Kim et al., 2006, 2008 ;
Zhang et al., 2011 ; Fujioka et al., 2012 ; Shin et al., 2014 ; Gong et al., 2014), nous avons décidé de

reprendre nos études dans un modele d’ischémie transitoire (1 heure d’occlusion de ’ACM par voie
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endovasculaire). Par ailleurs, dans I'étude précédente, nous avions utilisé de la kétamine (associée a
la xylazine), pour ses propriétés anesthésiques. Or des études récentes rapportent que la kétamine
est capable de bloquer la sécrétion de HMGB1 in vitro par les cellules HUVEC ou les macrophages
traités par le LPS ainsi qu’in vivo dans un modeéle de septicémie chez le rat par ligature du caecum
(Zhang et al., 2014b ; Liu et al., 2016). De plus, la kétamine s’oppose a différents effets de HMGB1 sur
les cellules endothéliales (rupture de la BHE, baisse de I'expression des molécules d’adhésion,
migration et adhésion des neutrophiles) (Zhang et al.,, 2014b ; Liu et al., 2016). Nous avons donc
décidé pour cette nouvelle étude dans un modeéle d’ischémie cérébrale transitoire d’anesthésier les

souris avec l'isoflurane.

Dans ces conditions, nous avons mis en évidence une augmentation des taux plasmatiques de
HMGB1 6 et 24 heures apres le début de I'ischémie. Toutefois, le rt-PA ne potentialise pas cet effet.
Ce résultat est en accord avec ceux de Nakano et collaborateurs qui, dans un modele d’ischémie
transitoire (4 heures d’occlusion), n‘ont pas mis en évidence d’effet du t-PA sur la sécrétion
plasmatique de HMGB1 a 24 heures (Nakano et al., 2015). En ce qui concerne I'expression de HMGB1
au niveau du parenchyme cérébral apres ischémie, des études montrent une diminution a partir de
12 heures post-ischémie, puis un retour aux taux de base 3 jours apres (Kim et al., 2006, 2008 ; Gong
et al., 2014). Nos résultats ne montrent aucune modification de I'expression de HMGB1 dans le tissu
cérébral du coté ipsilatéral a la lésion, que ce soit aprés I'ischémie seule ou associée au traitement
par le rt-PA. Qiu et collaborateurs n’ont également pas mis en évidence de changement de
I’expression tissulaire de HMGB1 a 4 heures, alors que dans le LCR une augmentation importante
était observée (Qiu et al., 2008). Il serait donc intéressant de réaliser une mesure de HMGB1 dans le

LCR.

Pour résumer nos principaux résultats concernant HMGB1, nous avons montré in vitro que le
traitement des cellules bEnd.3 par le rt-PA aux concentrations de 40 et 80 pug/ml pendant 24 heures
n’entraine pas la sécrétion de HMGB1 dans le milieu de culture. In vivo, le rt-PA ne potentialise pas la
sécrétion plasmatique de HMGB1 induite par I'ischémie dans le modele d’ischémie endovasculaire
transitoire. Méme s'il est tres délicat de comparer des études in vivo et in vitro, nous pouvons tout

de méme conclure que ces deux résultats vont dans le méme sens.
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IV. Etude complémentaire : Recherche de I'effet du rt-PA sur la sécrétion d’'un autre facteur

endothélial : le VEGF

Au cours de mes travaux de thése, je me suis également intéressée a un autre facteur sécrété par les
cellules endothéliales : le VEGF-A (vasculaire endothelial growth factor A). Le VEGF-A est un facteur
de croissance aux propriétés angiogéniques. Il entraine la prolifération, la migration et augmente la
perméabilité des cellules endothéliales (Senger et al., 1996 ; Hermann et Zechariah, 2009). Au cours
de I'ischémie cérébrale, I'expression du VEGF-A est augmentée dans les neurones mais également au
niveau des constituants de la BHE (cellules endothéliales, astrocytes, péricytes) (Lennmyr at al.,
1998 ; Kanazawa et al., 2011). Ces cellules sont capables de secréter le VEGF dans des conditions
d’hypoxie (ljichi et al., 1995 ; Nakimi et al., 1995 ; Ogunshola et al., 2002). Une fois secrété, le VEGF
interagit avec ses récepteurs VEGFR1 ou Flt-1 (Fms-like Tyrosine Kinase 1) et VEGFR2 ou Flk-1 (Fetal

Liver Kinase 1), exprimés principalement par les cellules endothéliales.

Au cours des phases tardives de l'ischémie cérébrale, le VEGF-A exerce un effet bénéfique en
stimulant notamment I'angiogénese, la neurogénése (voir pour revue Greenberg et Jin, 2013).
Cependant, au cours de la phase aigué de l'ischémie, le VEGF-A exerce un effet délétére en
augmentant la perméabilité de la BHE et les transformations hémorragiques (Zhang et al., 2000 ; Chi
et al., 2005). En effet, il a été montré que I'administration du VEGF-A dans les 24 heures qui suivent
I'ischémie cérébrale entraine chez le rongeur une augmentation du volume de lésion, une rupture de
la BHE et I'apparition de TH (Zhang et al., 2000 ; Abumiya at el 2005). De plus, d’autres études
montrent que le VEGF-A est impliqué dans les transformations hémorragiques induites par le rt-PA
dans des modeles d’ischémie cérébrale chez le rongeur (Kanzawa et al.,, 2011 ; Won et al., 2014).
L'utilisation d’anticorps anti-VEGF-A diminue I'activation des MMP-9, la dégradation des composants
de la BHE tels que le collagene de type IV et I'EBA (Endothelial Barrier Antigen) et réduit les
transformations hémorragiques (Kanazawa et al., 2011). Récemment, Suzuki et collaborateurs ont
montré que les cellules bEnd.3 soumises a des conditions OGD puis traitées par le rt-PA présentaient
une augmentation de I'expression du VEGF-A ainsi qu’une phosphorylation de son récepteur VEGFR-
2, et que cet effet impliquerait le récepteur LRP (Suzuki et al., 2015). Ainsi, nous avons examiné si
dans notre modele le rt-PA augmentait la sécrétion de VEGF-A par les cellules bEnd.3. Par ailleurs,
des interactions PARP-VEGF ont été décrites dans la littérature. Dans un modele d’ischémie du
muscle squelettique, il a été montré une diminution de I'expression du VEGF chez les souris traitées

par le PJ34 et chez les souris PARP (Hua et al., 2005). Dans une autre étude, il a été montré dans un
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modele de pancréatite que linhibition de la PARP par le 3 amino-benzamide réduisait
considérablement |’expression tissulaire du VEGF (Mazzon et al., 2006). Wei et collaborateurs ont
montré que |'utilisation de siRNA dirigés contre la PARP bloquait I'expression cellulaire et la sécrétion
du VEGF par les cellules humaines cancéreuses de |'ovaire (Wei et al., 2016). De plus, I'inhibition de
la PARP bloquerait la prolifération et la migration des cellules HUVEC induite par le VEGF (Pyriochou
et al., 2008, Rajesh et al., 2006a et 2006b).

Dans ce contexte, nous nous sommes demandés si le rt-PA entrainait une sécrétion du VEGF-A par
les cellules bEnd.3, et si cet effet impliquait la PARP. Nous avons également recherché I'effet du rt-PA

sur la sécrétion de VEGF-A dans un modeéle d’ischémie chez la souris.

1. Etude in vitro de I'effet du rt-PA sur I’expression et la sécrétion de VEGF-A

a. Protocole expérimental

Nous avons évalué la sécrétion de VEGF-A dans les surnageants des cellules traitées par la gamme de
rt-PA (20, 40, 80 ug/ml, lot 2 : #601772) utilisé pour I'’étude de HMGB1 (voir protocole expérience
I.3.A). Pour cela, une technique de Western Blot a été réalisée avec un anticorps anti-VEGF-A

(Anticorps de lapin anti-VEGF-A ; sc-152 ; Santa Cruz) (n=6/condition).

b. Résultats

Le Western Blot des surnageants a révélé la présence de deux bandes qui pourraient correspondre
au VEGF-A. Nous avons quantifié la bande la plus intense qui migre avec une masse moléculaire de

30 kDa et qui pourrait correspondre au VEGF-A. (figure 76)

Les résultats de la quantification montrent que le rt-PA a la concentration de 20 pg/ml ne modifie
pas le taux de VEGF-A dans le surnageant par rapport aux controles. Aux concentrations de 40 et 80
pug/ml, le rt-PA entraine une sécrétion de VEGF-A qui est statistiquement significative (P<0,05) (figure

76).
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Figure 76 : Effet d’'une gamme de rt-PA sur la sécrétion de VEGF-A par les cellules bEnd.3
Les résultats (moyenne * sd) sont exprimés en unités de fluoresence (UF). CT= contréle. n=6/condition. * :P<0,05 vs CT.

2. Etude de I'implication de la PARP dans la sécrétion de VEGF-A par les cellules bEnd.3

A) Evaluation de la sécrétion du VEGF-A par Western Blot

a. Protocole expérimental

Les cellules ont été ensemencées comme précédemment dans des plaques de 24 puits en présence
de SVF. Vingt-quatre heures apres, elles ont été traitées par le rt-PA a la concentration de 40 pg/ml
associé ou non au PJ34 (10uM) dans du milieu sans SVF. Le PJ34 a été additionné dans le milieu 1
heure avant le rt-PA et l'inhibition a été maintenue pendant toute la durée du traitement, c’est-a-
dire 24 heures. Les cellules controles n’ont subi qu’un changement de milieu a T-1h et TO (figure 77).
A la fin du traitement, les surnageants ont été récupérés puis concentrés dans des tubes de
concentration et le VEGF-A a été mesuré par une technique de Western Blot. Les taux de VEGF-A

sont exprimés en unité de fluorescence (n=5/condition).
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Figure 77 : Protocole de traitement des cellules par le rt-PA associées ou non au PJ34

b. Résultats

Le Western Blot a révélé comme précédemment une bande qui migre a une masse moléculaire de 30
kDa, qui correspondrait au VEGF-A (figure 78).

La quantification de cette bande montre que le PJ34 seul n’a pas d’effet propre sur la sécrétion de
VEGF-A par les cellules bEnd.3. Le rt-PA a la concentration de 40 pug/ml tend a augmenter la sécrétion

de VEGF-A dans le surnageant (P=0,059). Le PJ34 ne modifie pas cet effet (figure 78).
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Figure 78 : Implication de la PARP dans la sécrétion du VEGF-A par les cellules bEnd.3
aprés traitement par le rt-PA
Les résultats (moyenne =+ sd) sont exprimés en unité de fluorescence (UF). n=5/condition.
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B) Evaluation de la sécrétion de VEGF-A dans les surnageants concentrés par une technique

d’ELISA

a. Protocole expérimental

Dans cette nouvelle expérience, nous avons préparé de nouveaux échantillons, en stimulant les
cellules comme dans le précédent protocole.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits en présence de SVF. Vingt-quatre
heures apreés, elles ont été traitées par le rt-PA a la concentration de 40 pug/ml associé ou non au PJ34
(10 uM) dans du milieu sans SVF. Le PJ34 a été additionné dans le milieu 1 heure avant le rt-PA et
I'inhibition a été maintenue pendant toute la durée du traitement, c’est-a-dire 24 heures. Les cellules
contréles n’ont subi qu’un changement de milieu a T-1h et TO.

A la fin du traitement, les surnageants ont été récupérés, puis concentrés dans des tubes de
concentration et le VEGF-A a été mesuré par une technique ELISA a I'aide d’un kit (Quantikine ELISA

mouse VEGF, MMVOQO, R et D system) (n=4/condition).

b. Résultats

Les résultats de I'ELISA montrent que le rt-PA a la concentration de 40 pg/ml n’augmente pas les taux

de VEGF-A dans les surnageants et I'association au PJ34 n’a pas d’effet non plus (n=4/ condition)

(figure 79).
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Figure 79 : Implication de la PARP dans la sécrétion de VEGF-A par les cellules bEnd.3
aprés traitement par le rt-PA
Les résultats (moyenne * sd) sont exprimés en pg/ml. n=4/condition.
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3. Evaluation de la sécrétion plasmatique du VEGF-A aprés ischémie cérébrale et traitement par

le rt-PA

a. Protocole expérimental

Le VEGF-A a été dosé a I'aide d’un kit ELISA, dans les plasmas des souris utilisées I'étude de HMGB1
dans le modeéle d’ischémie endovasculaire transitoire (1 heure d’occlusion) (voir protocole
expérience 1.2, études in vivo). Nous avons évalué la sécrétion de VEGF-A apres ischémie et

traitement par le rt-PA a 6 heures et a 24 heures.

b. Résultats

Les résultats du dosage révélent que les taux plasmatiques de VEGF-A ne sont pas modifiés apres

ischémie par rapport aux temoins opérés. L'administration de rt-PA n’a également aucun effet que ce

soit a 6 ou a 24 heures (n=5-6 /groupe) (figure 80).
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Figure 80 : Evaluation de la sécrétion plasmatique de VEGF-A par une technique d’ELISA
apreés ischémie et traitement par le rt-PA
Les résultats (moyenne = sd) sont exprimés en pg/ml. n=5-6/groupe.
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4. Discussion

Le VEGF-A est un des facteurs angiogéniques les plus étudiés dans la famille du VEGF qui inclut entre
autres le VEGF-B, -C, -D, le PIGF (Placental Growth Factor). Le VEGF-A se présente sous 4 principales
isoformes chez 'lhomme : les isoformes 121, 165, 189 et 206 qui contiennent respectivement 121,
156, 189 et 206 acides aminés dans leur séquence. Les isoformes 121 et 165, qui correspondent aux

isoformes 120 et 164 chez le rongeur, sont les plus caractérisées au cours de I'ischémie cérébrale.

Nos premieres études de Western Blot sur les surnageants concentrés des cellules bEnd.3 montrent
qgue le traitement de ces cellules par le rt-PA entraine une sécrétion de VEGF-A. Cet effet est
statistiquement significatif aux concentrations de 40 et 80 pg/ml. Pour réaliser cette technique de
Western Blot, nous avons utilisé un anticorps anti-VEGF-A qui reconnait les isoformes 121, 165 et
189 chez 'homme et le rongeur. Les indications de la fiche technique du fournisseur indiquent la
détection d’'un monomere qui migre a 21 kDa et d’'un dimeére a 42 kDa. Nos résultats de Western Blot
ont toutefois révélé deux bandes qui migrent approximativement a 30 kDa. Aprés revue de la
littérature, nous avons constaté des résultats trés variables selon les études en ce qui concerne les
masses moléculaires aux quelles migrent les différentes isoformes du VEGF-A. Par exemple, dans
I’étude de Soh et collaborateurs il a été mis évidence avec le méme anticorps que celui que nous
avons utilisé, trois bandes dans des lysats des cellules HUVEC et d’autres lignées cellulaires, ce qui
correspondrait aux trois isoformes 121, 165, 189 ; les poids moléluculaires de ces bandes ne sont
cependant pas précisés (Soh et al., 1997). Kanazawa et collaborateurs ont quant a eux identifié,
toujours avec le méme anticorps, dans du tissu cérébral de rat, deux bandes: I'isoforme 165 qui
migrerait a 46 kDa et I'isoforme 121 qui migrerait a 38 kDa (Kanazawa et al., 2011). Enfin, dans une
autre étude il a été mis en évidence dans des astrocytes une bande qui migre a 31 kDa et
correspondrait au VEGF-A (Li et al., 2014). Au vu de ces données, nous avons décidé de quantifier les
deux bandes obtenues en Western Blot. Les résultats de quantification des deux bandes allant dans
le méme sens, nous avons décidé de ne présenter que la quantification de la bande la plus intense,
qui migre a 30 kDa et qui pourrait correspondre au VEGF-A. En ce qui concerne le type d’isoforme
auquel correspondrait cette bande, d’autres expériences seraient nécessaires afin de le préciser,

notamment le dépot de protéines recombinantes suivi d’'un Western Blot.

Dans une seconde étude, nous avons cherché a confirmer la sécrétion de VEGF-A induite par le rt-PA
a la concentration 40 pug/ml par un dosage ELISA, mais nous n’avons malheureusement pas obtenu le

méme résultat qu’avec le Western Blot. Cette discordance des résultats pourrait étre liée a une
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variabilité de I'effet a la concentration de 40 ug/ml, comme observée avec HMGB1, ou bien a un

manque de spécificité de la technique de Western Blot que nous avons utilisée.

Toutefois, nos résultats de Western Blot sont en accord avec ceux de Won et collaborateurs qui
montrent par la méme technique une sécrétion de VEGF-A par les cellules bEnd.3 soumises a des
conditions de déprivation d’oxygene et de glucose (OGD) associées au rt-PA a la concentration de
20 pug /ml (Won et al., 2014). La masse moléculaire des bandes obtenues en Western Blot ainsi que
I'anticorps utilisé ne sont pas précisés dans cette étude. Néanmoins, le Western Blot met en
évidence une bande double dans les surnageants, comme nous avons pu |'observer dans nos

expériences.

Par ailleurs, nous avons recherché si la PARP était impliquée dans cette sécrétion du VEGF-A induite
par le rt-PA. Dans notre modeéle, nous avons retrouvé une augmentation de la sécrétion du VEGF-A
apres traitement par le rt-PA proche de la significativité (P = 0,059) mais aucun effet du PJ34,

suggérant I'absence de contribution de la PARP a la sécrétion du VEGF induite par le rt-PA.

Des études montrant que le VEGF intervient en amont de la PARP en augmentant son expression
protéique et ses ARN messagers dans les cellules HUVEC (Hérmann et al., 2011 ; Mey et al., 2013), il
serait intéressant de tester cette cascade dans nos cellules aprés traitement par le rt-PA.

Enfin, nos résultats vivo montrent que ni lI'ischémie ni le rt-PA n’entrainent de sécrétion plasmatique
de VEGF-A dans notre modeéle chez la souris. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de
Chaitanya et collaborateurs qui montrent une augmentation des taux sériques des isoformes
164/165 et 165b du VEGF-A a 24 heures dans un modele d’ischémie transitoire chez la souris (2
heures d’occlusion, Chaitanya et al., 2013). Il est a noter qu'il a également été rapporté en clinique
une augmentation des taux plasmatiques de VEGF-A chez les patients victimes d’AVC (Slevin et al.,
2000 ; Lee et al., 2010b ; Matsuo et al., 2013). En ce qui concerne |'effet du rt-PA, des études ont mis
en évidence apres thrombolyse expérimentale une augmentation de I'expression du VEGF-A dans le
tissu cérébral (Kanazawa et al., 2011 ; Won et al., 2014), mais aucune étude n'a, a ce jour, recherché
une éventuelle modification de VEGF au niveau plasmatique.

Pour résumer nos principaux résultats sur le VEGF-A, nous avons mis en évidence une sécrétion du
VEGF-A dans le surnageant des cellules bEnd.3 traitées par le rt-PA aux concentrations de 40 et
80 pg/ml, en utilisant une technique de Western Blot. Nous n‘avons pas mis en évidence I'implication
de la PARP dans cet effet. In vivo, I'ischémie et le rt-PA n’augmentent pas les taux plasmatiques de

VEGF-A dans nos modeles.
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CONCLUSION ET PERSPCTIVES

L'objectif de mes travaux de thése a été de préciser les mécanismes impliqués dans les effets
déléteres du rt-PA en particulier, sa toxicité vasculaire et endothéliale. Une meilleure compréhension
des mécanismes qui sous-tendent ces effets déléteres permettra a terme : (1) 'augmentation de la
fenétre thérapeutique du rt-PA, (2) I'amélioration de I'efficacité de la thrombolyse, (3) la diminution

du risque de TH.

Dans une premiére partie de mes travaux de thése, nous nous sommes intéressés a la production in
vitro de microvésicules endothéliales. Nous avons pu mettre en évidence que le rt-PA augmentait la
libération des MVE par les cellules bEnd.3 par un mécanisme impliquant la plasmine, la PARP et la

p38-MAPK.

Comme nous I'avons évoqué plus haut, ces travaux nécessitent d’étre complétés par des expériences
in vitro afin de déterminer notamment le role de ces MVE dans la toxicité endothéliale du rt-PA. En
outre, d’autres travaux pourraient étre menés in vivo, en particulier I'’étude de ces MVE dans des
modeles d’ischémie cérébrale. En effet, exceptée I'étude de Schock et al. (2014), il n’a jamais été mis
en évidence de libération de MVE dans un modele d’ischémie cérébrale. De plus, aucune étude ne
s’est intéressée a l'effet d’une administration tardive de rt-PA sur leur libération. Il serait donc
particulierement intéressant de rechercher la libération de MVE dans nos modéles d’ischémie
(modele par injection de thrombine ou modeéle endovasculaire) associée ou non a un traitement par

le rt-PA.

Par la suite, si une libération de microvésicules est mise en évidence apres thrombolyse par le rt-PA,
il serait intéressant d’étudier leurs propriétés ainsi que leurs rbles dans les effets déléteres du rt-PA
en particulier dans la survenue des transformations hémorragiques. Il est a noter que dans une étude
clinique, il a été suggéré une association possible entre la présence de certaines microvésicules
endothéliales (VE-cadhérine_endogline) et la survenue de transformations hémorragiques (Simak et

al., 2006).

Afin de vérifier cette hypothese plusieurs études peuvent étre envisagées :

1) Isoler des MVE produites in vitro apres traitement de cellules endothéliales par le rt-PA et les
administrer chez les souris ischémiées afin d’examiner si: 1) elles augmentent la perméabilité de la

BHE, 2) elles aggravent les TH aprés ischémie puis thrombolyse par le rt-PA. Il est a noter que Pan et
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collaborateurs ont rapporté que les MVE libérées dans les conditions de déprivation d’oxygéne et de
glucose (OGD) augmentaient non seulement la perméabilité de la BHE mais également le volume de

Iésion et le déficit neurologique chez les souris ischémiées (Pan et al., 2016).

2) Inversement, des MVE pourraient étre isolées du sang de souris ischémiées aprés traitement ou
non par le rt-PA et leurs effets étudiés sur les cellules endothéliales. Ainsi, une étude de Edrissi et
collaborateurs a montré que les MVE isolées du sang de rat ischémiés modifient la perméabilité des

cellules endothéliales (Edrissi et al., 2016).

Dans la deuxiéme partie de mes travaux de thése, nous avons étudié la protéine HMGB1, une DAMPs

jouant le réle de cytokine inflammatoire au cours de I'ischémie cérébrale.

Contrairement a nos hypotheses de départ, in vitro le rt-PA n’a pas entrainé la sécrétion de HMGB1
par les cellules bEnd.3, et in vivo il n’a pas augmenté les concentrations plasmatiques de cette
protéine a la suite de I'ischémie. De fagon surprenante, nos résultats in vitro suggérent au contraire
que le rt-PA pourrait maintenir HMGB1 au niveau nucléaire, et que la PARP pourrait étre impliquée

dans cet effet, méme si cela reste a confirmer.

La poursuite de ce travail serait de rechercher les conséquences de ce changement de I'état de

solubilité de HMGB1. Deux types d’effets peuvent étre envisagés :

Une conséquence délétére : il est bien établi qu’a I’état normal, HMGB1 au niveau nucléaire joue un

role dans le maintien de I'architecture de la chromatine et dans la transcription de génes. La
modification de I'état de solubilité de HMGB1 et de son affinité plus importante pour la chromatine
aprées traitement par le rt-PA, pourrait altérer sa fonction nucléaire de base. D’autant plus que des
études suggérent que HMGB1 aurait plus d’affinité pour ’ADN endommagé, ce qui pourrait faciliter
la reconnaissance des lésions au niveau de I’ADN par les systemes de réparation ou au contraire

bloquer leur accessibilité a ces zones lésées (voir pour revue Stros, 2010).

Un effet bénéfique : en provoquant la rétention nucléaire de HMGB1, le rt-PA bloque sa sécrétion

dans le milieu extracellulaire. La protéine ne peut donc pas interagir avec ses différents récepteurs
extracellulaires afin d’exercer son activité cytokine, ce qui pourrait réduire son activité

inflammatoire.
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Enfin, nous nous sommes intéressés a un autre facteur sécrété par les cellules endothéliales, le
VEGF-A, un facteur initialement décrit comme un facteur de perméabilité vasculaire aux propriétés
angiogéniques. Les modifications morphologiques des cellules bEnd.3 traitées par le rt-PA pouvant
s’apparenter a la formation de structures vasculaires, cette éventuelle activité pro-angiogénique du

rt-PA pourrait mettre en jeu le VEGF.

Nos résultats de Western Blot suggerent I'existence d’une sécrétion de VEGF par les cellules bEnd.3
apres rt-PA mais reste a confirmer, notamment avec d’autres anticorps. Par ailleurs, les résultats de
nos expérimentations in vivo n’ont pas montré d’augmentation des taux plasmatiques de VEGF-A ni

aprées ischémie ni aprés traitement par le rt-PA.

En conclusion, mes travaux de thése ont montré I'impact du rt-PA sur trois effecteurs différents : les
microvésicules endothéliales, HMGB1 et le VEGF. Il reste a déterminer le réle de chacune de ces
modifications dans la toxicité vasculaire du rt-PA in vitro et in vivo aprées une ischémie cérébrale. Nos
travaux rapportent que la PARP est impliquée dans la vésiculation endothéliale liée au rt-PA et
potentiellement dans ses effets sur HMGB1. La connaissance de ces mécanismes permettra de

mettre aux points des stratégies a associer au rt-PA afin de rendre la thrombolyse plus s(re.
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ANNEXE

Contre-indications a la thrombolyse intraveineuse par le rt-PA (Actilyse®) lors de I'ischémie cérébrale,

selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) publiées en mai 2009 (www.has-

sante.fr).

HAS

HAUTE AUTORITE DE SANTE

Contre-indications de I'altéplase retenues dans
I’AMM de I'ACTILYSE®

« Hypersensibilité a la substance active ou & 'un des excipients.

Comme tous les agents thrombolytiques, ACT ILYSE® est contre-indiqué dans tous les cas
associés a un risque hémorragique &evé :

trouble hémorragique significatif actuel ou au cours des 6 demiers mois

diathése hémorragique connue

traitement concomitant par des anticoagulants oraux (par exemple warfarine)
hémorragie sévére ou potentiellement dangereuse, manifeste ou récente

antécédents ou suspicion d’hémorragie intracranienne

suspicion dhémorragie sous-arachnoidienne ou antécédents dhémorragie sous-
arachnoldienne liée 4 un anévrisme

antécédents de lésion sévére du systéme nerveux central (par exemple néoplasie,
anévrisme, intervention chirurgicale intracérébrale ou intrarachidienne)

massage cardiaque externe traumatique récent (moins de 10 jours), accouchement,
ponction récente d'un vaisseau non accessible a la compression (par exemple, ponction
de la veine sous-claviére ou jugulaire)

hyperntension arntérielle sévére non contrdiée

endocardite bactésienne, péricardite

pancréatite aigue

ulcéres gastro-intestinaux documentés au cours des 3 demiers mois, varices
cesophagiennes, anévrisme artériel, malformations artérielles ou veineuses

néoplasie majorant le risque hémorragique

hépatopathie sévere, y compris insuffisance hépatique, cirrhose, hypertension portale
(varices cesophagiennes) et hépatite &volutive

intervention chirurgicale ou traumatismes importants au cours des 3 derniers mois.

Dans lindication d'accident vasculaire cérébral ischémique a la phase aigue les contre-
indications compiémentaires sont :

symptOmes d'accident vasculaire cérébral ischémique apparus plus de 3 heures avant
I'initiation du traitement ou dont I'heure d'apparition est inconnue

déficit neurologique mineur ou symptémes s'améliorant rapidement avant l'initiation du
traitement

accident vasculaire cérébral jugé sévére diniqguement (par exemple NIHSS > 25) et/ou
par imagerie

crise convulsive au début de I'accident vasculaire cérébral

signes d’hémorragie intracranienne (HIC) au scanner

symptdmes suggérant une hémorragie sous-arachnoidienne, méme en Il'absence
d'anomalie au scanner

administration dhéparine au cours des 48 heures précédentes avec un temps de
thromboplastine dépassant la limite supérieure de la normale

patient diab&tique présentant des antécédents d'accident vasculaire cérébral

antécédent d'accident vasculaire cérébral au cours des 3 derniers mois

plaquettes inférieures 4 100 000/mm?®

pression artérielle systolique >185mmHg ou pression artérielle diastolique
> 110 mmHg, ou traitement d"attaque (par voie intraveineuse) nécessaire pour réduire la
pression artérielle a ces valeurs seuils

glycémie infé&rieure & 50 ou supérieure a4 400 mg/dl.

Utilisation chez I'enfant. I'adolescent et le patient 4g6

ACTILYSE® n'est pas indiqué pour le traitement de I'accident vasculaire c&rébral & la phase
aigue chez les patients de moins de 18 ans ou de plus de 80 ans. »'

' La pluparn ges patients Incius cans es essals controlés randomisas &talent agés de 18 a 80 ans.
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