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Résumé

Les maladies cardiovasculaires sont une des premicres causes de mortalité et de morbidité
dans le monde et la recherche de biomarqueurs permettant de stratifier le risque est un enjeu
majeur. Les microvesicules sont des fragments de membranes générés par toutes les cellules
de l’organisme. Elles sont reconnues aujourd’hui comme des vecteurs d'information
biologiques participant a la communication intercellulaire et des biomarqueurs dont la
pertinence clinique a été démontrée. En effet, I’élévation des taux plasmatiques des
microvésicules a été rapportée dans différents contextes cardiovasculaires incluant
I’athérosclérose, les syndromes coronariens aigus, les accidents vasculaires cérébraux, les
thromboses associées au cancer ou aux infections comme la COVID- 19. Dans ce contexte
infectieux émergeant, les microvésicules ont récemment ét€ identifiées comme des
biomarqueurs prometteurs dans 1’identification précoce des patients a risque et dans la
prédiction du risque thrombotique. Les progres accomplis ces dernieres années pour
développer des techniques ultrasensibles permettant d’énumérer ou de mesurer 1’activité
fonctionnelle des microvésicules , associés aux efforts de standardisation impulsés par les
sociétés savantes, permettent aujourd’hui d’accélérer leur transfert vers la clinique, afin de
les positionner comme des candidats prometteurs pour une médecine personnalisée a visée

cardiovasculaire.
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Abstract

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of mortality and morbidity, and the
search for biomarkers for risk stratification is a challenge. Microvesicles are cell fragments
generated by all cells in the body. They are considered not only as vectors of biological
information involved in cell communication but also as emerging biomarkers with clinical
relevance .Indeed, elevated plasmatic levels of microvesicles have been reported in various
cardiovascular settings including atherosclerosis, acute coronary syndromes, ischemic strokes,
as well as in thrombosis associated with cancer or infection as COVID 19 , where
microvesicles were identified as promising biomarkers for early detection of patient with
severe forms of the disease and for prediction of thrombotic complications .

Despite the fact that the field has long been hampered by technical difficulties, the ongoing
progress in developing highly sensitive techniques and standardization efforts impulsed by
Scientific societies working in partnership with research teams are crucial for implementing
microvesicles analyses in the clinic. Large prospective studies are required to confirm which
microvesicle subpopulations are of prognostic relevance and can be used as a promising

biomarker to develop personalized cardiovascular medicine.

Mots clés : vésicules extracellulaires, microvésicules, biomarqueur, maladies
cardiovasculaires, COVID-19
Key words: extracellular vesicles, microvesicles, biomarkers, cardiovascular disorders,

COVID-19

Listes des abréviations :

ADP : Adénosine diphosphate

ALIX : Protéine d’interaction de mort cellulaire programmée 6
AnV : Annexine V

APC : protéine C activée

ARN : acide ribonucléique

CMF : cytométrie en flux

eNOS : NO synthase endothéliale

EPC : protéine C endothéliale

EPCR : récepteur endothélial a la protéine C

FDA : Food and Drugs Administration
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FT : facteur tissulaire

FTPI : inhibiteur de la voie du facteur tissulaire

GFAP : Protéine acide fibrillaire gliale

ICAM-1 : molécule d’adhésion intercellulairel

ISAC : International Society for Advancement of Cytometry
ISEC : International Society on Extracellular Vesicles

ISTH : International Society of Thrombosis and Haemostasis
LAMP1 : Protéine membranaire associée aux lysosomes 1
LPS : lipopolysaccharide

miARN : micro-ARN

MMP : métalloprotéase

MYV : microvésicules

NTA : nanoparticle tracking analysis

PAI-1 : Inhibiteur des activateurs du plasminogene
PECAM-1 : molécule d’adhésion entre les plaquettes et les cellules endothéliales 1
PFP : plasma déplété en plaquettes

PS : phosphatidylsérine

t-PA : activateur tissulaire du plasminogene

TM : thrombomoduline

Tsgl01 : Geéne de sensibilité aux tumeurs 101

VEC : vésicules extracellulaires

VE-cadherine : endothélium vasculaire cadhérine

VCAMS-1 : molécule d’adhésion aux cellules vasculaires 1

Décrites pour la premiere fois en 1967 comme des poussieres de plaquettes par Peter Wolf
[1], les vésicules extracellulaires (VEC) sont des fragments de membranes générées par toutes
les cellules de I'organisme. Identifiées initialement comme des vecteurs d'information
biologiques participant a la régulation des réponses biologiques de 1’organisme, elles ont
rapidement été considérées comme des biomarqueurs et des cibles pharmacologiques
pertinentes pour obtenir plus récemment le statut de thérapies cellulaires émergentes
dénommées « vésiculothérapies ». Cet intérét grandissant se mesure par le nombre
exponentiel de publications dans le domaine dont le nombre est passé de 6 en 1980 a plus de
3000 en 2019. II s’est également traduit par la création il y a 10 ans, de sociétés savantes

totalement dédiées aux VEC (ISEV : International Society on Extracellular Vesicles), ou
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encore par 1I’émergence d’un intérét spécifique sur des problématiques technologiques et
vasculaires par I’ISAC (International Society for Advancement of Cytometry), ou par I'ISTH
(International Society of Thrombosis and Haemostasis).

Cette démarche convergente de différentes sociétés savantes associée a 1’intérét grandissant
que les VEC ont suscit¢ dans le cadre des biopsies liquides indiquent qu’il est devenu
pertinent pour la communauté scientifique de pouvoir transposer les VEC en clinique. Cette
transposition nécessite d’intégrer les progres permanents des connaissances fondamentales sur
le role biologique des VEC et les performances évolutives des technologies permettant de les
mesurer. Ainsi, les 50 années passées depuis leur description initiale ont permis d‘accumuler
suffisamment d’avancées technologiques et de recul en termes de standardisation pour

pouvoir envisager aujourd ‘hui le passage des VEC vers la clinique.

Apres une introduction sur les notions importantes relatives a la diversité des VEC, en termes
de biogenese, de taille et de phénotype, cette revue développera la pertinence de leur mesure
en clinique, notamment dans le domaine cardiovasculaire et le risque thrombotique émergeant
associé a la COVID-19 , en s’appuyant sur les données de la littérature et sur des travaux
réalisés au sein de notre laboratoire. Enfin, elle fera une synthese des principales méthodes
permettant de les mesurer en clinique, en développant les dernieres innovations

technologiques et les avancées concernant la standardisation.

1. Diversité des vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires (VEC) constituent une population hétérogene de structures
membranaires submicroniques qui sont libérées dans I’espace extracellulaire par la presque
totalité des cellules eucaryotes [2]. Bien qu’il n’existe pas a ce jour de consensus en terme de
nomenclature, les VEC sont schématiquement classées en 3 catégories en fonction de leur

biogenese, de leur taille et de leur expression antigénique [3] (Figure 1).

1.1. Exosomes, microvésicules et corps apoptotiques

Les exosomes sont formés par invagination de la membrane cellulaire, puis générés par
exocytose a partir des corps multi-vésiculaires. Ce sont les plus petites en taille, avec un
diametre allant de 40 a 100 nm [4]. Les exosomes sont caractérisés par I’expression de
tétraspanines comme CD9, CD81 ou CD63 [5], et par I’expression de molécules en lien avec
leur mécanisme de formation comme Alix or Tsgl01[6]. Les microvésicules (MV), encore

dénommées microparticules ou ectosomes, ont un diametre intermédiaire allant de 100 a 1000
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nm. Leur formation se fait par bourgeonnement de la membrane cellulaire et remodelage des
phospholipides membranes, suite a une activation ou a une apoptose cellulaire [7,8]. Elles
sont caractérisées classiquement par l’expression de phospholipides négatifs comme la
phosphatidylsérine (PS) et par I’expression d’antigenes représentatifs de leur cellule d’origine
comme les sélectines ou les intégrines [9]. Les vésicules de taille les plus importantes,
appelées corps apoptotiques ont un diametre supérieur a 1000nm et sont formées au cours
des stades terminaux de 1’apoptose [10]. Elles contiennent également de la PS et sont
enrichies en histones.

Une caractéristique commune a toutes les VEC est leur contenu en lipides, protéines et acides
nucléiques qu’elles sont susceptibles d’échanger avec les cellules voisines par endocytose,
fusion ou phagocytose [11-13]. Ceci leur confere un role clé dans la communication
intercellulaire et les identifie potentiellement comme des biomarqueurs d’intérét des cellules

dont elles sont issues.

1.2. Notion de biopsies liquides

Une autre caractéristique commune aux VEC est qu’elles sont libérées dans les milieux
extracellulaires et peuvent de ce fait étre détectées dans une grande variété de liquides
biologiques en contact avec les cellules qui les produisent. En effet, initialement décrites dans
le plasma [14,15], les VEC ont été ensuite retrouvées dans d’autres liquides ou extraits
biologiques tels que la salive [16], la bile [17], les ascites [18], la vitrée [19], la plaque
d’athérome [20], I'urine [21] le liquide séminal [22] ou les liquides articulaire [23]. Ainsi, par
leur présence dans des liquides facilement accessibles et leur teneur en éléments lipidiques,
protéiques ou nucléiques représentatifs des cellules d’origine, les VEC sont devenues des
cibles d’intérét pour les biopsies liquides. Une biopsie liquide désigne le prélevement et
I’analyse d’un tissu biologique a I’état « non solide », le plus souvent représenté par le sang,
utilisés pour obtenir des informations indispensables pour la prise en charge des patients [24].
A ce jour, leur utilisation a été validée essentiellement en cancérologie, ot la FDA a approuvé
I’utilisation de la mesure des cellules tumorales circulantes pour faire le pronostic de
différents types de tumeurs [25]. Comme les biopsies traditionnelles, elles sont utilisées
essentiellement pour faire le diagnostic et le suivi de maladies avec comme valeur ajoutée
d’étre non invasives, moins cofiteuses et surtout de permettre un suivi longitudinal ou
d’évaluer 'efficacité d’un traitement grice a des examens répétés au cours de la maladie.
Méme s’il existe encore a ce jour des verrous méthodologiques et de standardisation qui

limitent leur utilisation, la détermination des VEC dans les biopsies liquides devrait prendre
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une place de plus en plus importante dans I’arsenal des explorations biologiques des maladies

chroniques.

1.3. Diversité structurale et fonctionnelle des microvésicules

Nous avons choisi d’axer la suite de cette revue sur les microvésicules, sur lesquelles notre
laboratoire a centré ses travaux depuis de longues années, avec un intérét particulier pour les
microvésicules endothéliales s’inscrivant totalement dans le concept émergeant de « biopsie
liquide de I’endothélium ».

Ainsi, les travaux de notre groupe sur les MV formées par les cellules endothéliales (MVE)
ont fait émerger un nouveau concept selon lequel I’endothélium vasculaire n’est pas
seulement un tissu passif hémocompatible recouvrant I’ensemble du systeme vasculaire. Il
représente au contraire un tissu d’une grande plasticité, capable de s’engager dans des
remodelages cellulaires dynamiques conduisant a la production de MV lui permettant de
communiquer avec son environnement [26].

Les MV sont des fragments de cellules qui se détachent de la membrane plasmique en
embarquant avec elle divers composants de la cellule mere, d’ou le nom de «cargo »
cellulaire qui leur est donné. Comme illustré dans la figure 3, divers contextes
physiopathologiques ou inducteurs de stress peuvent induire leur formation. De ce fait, les
MYV présentent une diversité de structure et de composition en terme d’antigenes, de lipides et
d’acides nucléiques leur conférant un large répertoire de fonctions biologiques reliées a leur
implication dans des réponses physiopathologiques [27,28]. Dans les années 2000, notre
groupe a €té le premier a décrire les MVE [15] et a montrer leur role dans 1’activation des
voies procoagulantes, et proinflammatoires de 1’endothélium [29,30].

Comme illustré dans la figure 4, a c6té de leur role dans la coagulation, relié a I’expression de
phospholipides négatifs et de facteur tissulaire, 1’activateur majeur de la voie intrinseque de la
coagulation, elles expriment aussi des métalloprotéases et des activateurs du plasminogene,
leur donnant la capacité de participer a la fibrinolyse, aux remodelages vasculaires, a
I’angiogenese ou a I’invasion tumorale [31]. Elles expriment aussi un répertoire de molécules
d’adhésion, permettant des interactions cellulaires ciblées. Elles transportent du matériel
génétique, notamment des microARN qu’elles sont capables de vectoriser sur de longues
distances et de délivrer a des cellules cibles, contribuant ainsi a leur rbéle dans la
communication intercellulaire. Une revue récente a fait la syntheése de I’ensemble des

microARN régulant I’angiogenese, la cicatrisation et la réparation vasculaire identifiés dans
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les MVE, compatibles avec leur utilisation a des fins thérapeutiques dans un contexte de

médecine régénérative [32].

2. Microvésicules et pathologies cardiovasculaires

2.1 Pertinence de la mesure des microvésicules en clinique

Les principales raisons pour lesquelles la mesure MV est pertinente en clinique se résument
ainsi : 1/ elles apportent des informations biologiques indispensables sur des tissus d’acces
difficiles tels que le vaisseau, le placenta, les tissus articulaires ou les tumeurs 2/ leur
accessibilité dans les liquides biologiques en contact avec ces tissus, et leur détermination
réalisable par des méthodes fonctionnelles et quantitatives standardisées en font des cibles
d’intérét pour les biopsies liquides.3/ elles permettent de caractériser un patient, et donc de le
stratifier en fonction de I’étiologie de sa pathologie, sa progression et sa réponse a un
traitement 4/ elles ont une valeur pronostique pour identifier des patients a risque, ou suivre
Iefficacité d’un traitement 5/ elles sont utilisables comme controle de qualité pour les

produits transfusionnels.

2.2 Intérét des microvésicules dans le domaine cardiovasculaire

Les maladies cardiovasculaires restent une des premieres causes de mortalité et de morbidité
dans le monde. Leur prévention est basée essentiellement sur la prise en charge des facteurs
de risque traditionnels comme 1’hypertension, le diabete, 1’obésité ou le tabagisme qui ont
permis d’améliorer leur progression. Mais les risques de récurrence des complications
cardiovasculaires restent élevés [33]. 1l est donc essentiel de disposer de biomarqueurs
permettant de stratifier les patients afin d'identifier les patients asymptomatiques qui ont un

profil a risque et ceux avec maladies cardiovasculaires avérées, a haut risque de récurrence.

Une élévation significative des taux circulants de MV d’origine plaquettaire, érythrocytaire,
leucocytaire ou endothéliale a été rapportée dans différents contextes cardiovasculaires
incluant I’athérosclérose, les syndromes coronariens aigus, les accidents vasculaires
cérébraux, le diabete, I’insuffisance rénale , I’insuffisance cardiaque, les fibrillations
ventriculaires ou encore les thromboses associées au cancer [27,34-37]. De maniere
intéressante, il ressort de ces études que les taux €levés de MVE sont associés a différents
facteurs de risques tels que I'obésité, le diabete, ’hypertension et le tabagisme et sont
positivement associées a la dysfonction endothélium-dépendante. Nous avons compilé dans

les tableaux 1 et 2 les principales études prospectives montrant un role prédictif des MV dans
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ces situations a risque thrombotique, en différenciant les thromboses artérielles et les
thromboses veineuses.

Dans les thromboses artérielles, une premiere étude a montré que les MV positives pour les
marqueurs CD31 et annexine V, contenant les MVE, prédisent de facon indépendante les
complications cardio-vasculaires chez les patients coronariens stables [38]. Une autre étude
sur un effectif élevé de patients avec des risques CV a montré que les MVE sont un facteur
prédictif indépendant de futurs évenements CV dans les populations a haut risque et que
I’ajout des MVE au score de Framingham améliorent la stratification du risque
cardiovasculaire par celui-ci [39]. Chez des patients avec insuffisance rénale sévere, les MVE
définies par le marquage CD31+/CD41- sont des facteurs prédicteurs indépendants des
complications cardio-vasculaires et de la mortalité [40]. Chez des patients asymptomatiques a
haut risque de sténose carotidienne une élévation des MV leucocytaires est un marqueur
prédicteur indépendant des plaques instables, illustrant I’intérét, du concept de biopsie liquide
donnant acces par la mesure des MV leucocytaires, au caractere stable ou instable de la
plaque d’athérome et pouvant de ce fait orienter le choix thérapeutique chez ces patients
asymptomatiques [41]. Chez les patients avec insuffisance cardiaque chronique le nombre de
MVE circulantes est prédictif de la mortalité associée a et la ré-hospitalisation liée a
I’insuffisance cardiaque chronique [42]. Enfin, deux études réalisées chez des patients a haut
risque cardiovasculaire ont montré que 1’élévation des MVE et leucocytaires exprimant le
facteur tissulaire étaient prédictives des accidents cardio-vasculaires et de la mortalité [43,44].
En synthese, ces études montrent que parmi les sous-populations de MV, les MV d’origine
endothéliale et leucocytaire, qui sont présentes en plus faible concentration dans la
circulation, apparaissent pourtant comme les plus prometteuses pour identifier les groupes de
patients avec manifestations subcliniques de thrombose ou les patients a haut risque de

récurrence.

Dans le domaine des thromboses veineuses, les travaux les plus pertinents montrant la valeur
des MV dans la prédiction des complications thrombotiques ont été réalisés chez des patients
cancéreux [45]. Dans le tableau 2, ont été résumées les principales études qui ont analysé le
lien entre patients cancéreux (cancers solides ou hématopoiétiques) ayant développé une
thrombose et niveaux plasmatiques des MV procoagulantes exprimant le facteur tissulaire,
mesurées par des tests fonctionnels ou utilisant la cytométrie en flux. La premiere étude
démontrant la valeur prédictive des MV procoagulantes pour le risque de thrombose veineuse

a été publiée [46] chez des patients avec cancer du pancréas. Cette valeur prédictive a ensuite
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été confirmée, dans d’autres études portant sur des cancer solides [35,47-52]. 1l est intéressant
de noter que sur les 8 études rapportées, 4 ciblent des patients avec cancer des voies
pancréato-bilaires. Par ailleurs, 6 sont basées sur des tests fonctionnels, qui ont mesuré
I’activité procoagulante portée par la totalit€é des microparticules exprimant le facteur
tissulaire, sans analyser I’origine cellulaire de ces MV, sauf 1’étude sur le glioblastome
réalisée en cytométrie de flux qui a montré que cette activité est portée par des MV exprimant
une protéine gliale. De facon intéressante , une méta analyse récente a confirmé que
I’élévation des MV ayant une activité procoagulante dépendante du facteur tissulaire était
prédictive du risque thrombotiques chez des patients cancéreux en notant que les résultats de
cette méta-analyse sont dominés par les cancers pancréato-bilaires [53]. Cependant, 3 études
ne retrouvent pas cette association, dont deux concernent les cancers oncohématologiques

[54-56].

Dans le domaine des complications thrombotiques associées au COVID-19.

Différent arguments viennent a I’appui de la recherche de MV procoagulantes dans cette
maladie infectieuse émergeante 1/ les formes séveres de la COVID-19 sont associées a des
anomalies de I’hémostase, a un contexte inflammatoire et a une incidence accrue de
complications thromboemboliques , malgré une thrombophylaxie a dose préventive [57]. Par
ailleurs, I'inflammation vasculaire généralisée et les lésions endothéliales conduisent a
I’expression du facteur tissulaire et a la génération de thrombine [58-60]. Dans une étude
portant sur 111 patients COVID-19 hospitalisés dans des services de réanimation, de
médecine interne et de Néphrologie, le nombre et 1’activité procoagulante des MV dépendants
du facteur tissulaire ont été mesurés chez des patients stratifiés selon la sévérité de leur
atteinte (modérée ou sévere ) . Alors que les numérations de sous populations de MV, quelle
qu’en soit I’origine cellulaire, ne différent pas entre ces 2 sous-groupes de patients, 1’activité
procoagulante des MVest 10 fois plus élevée dans les formes séveres de la maladie par
rapport aux formes modérées , et environ 20 fois plus élevée chez les patients qui présentent
une complication thrombo-embolique par rapport a ceux qui n’en font pas. [61]. Cette activité
procoagulante des MV est également associée aux parametres de 1I’inflammation, notamment
le fibrinogene, la PCR et IL6. De facon intéressante, une valeur seuil de 1’activité
procoagulante de ces MV, établie a 78fM, est prédictive des complications thrombotiques, de
facon indépendante de 1’age, de I’indice de masse corporelle, des leucocytes, des LDH et des

valeurs de IL6 [61].



308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

Cette coagulopathie récemment décrite pour la COVID 19 a été comparée a celle du choc
septique . Cette comparaison montre que ces 2 types de situations thrombotiques associées a
un contexte infectieux sont caractérisés par un profil de coagulopathie distinct [62—64]. Les
patients COVID-19 présentant des taux circulants de MV procoagulantes 10 fois plus élevés
que les patients en choc septique. Cette décharge massive d’activité procoagulante
disséminée par les MV n’est pas associée a la diminution de D’activité fibrinolytique
caractéristique du choc septique [61].
En conclusion, ces résultats apportent un nouvel éclairage a la physiopathologie de la COVID
-19. IIs montrent pour la premiere fois que des MV vectorisant du facteur tissulaire
disséminent des niveaux extrémement élevés d’activité procoagulante dans la circulation, que
I’on pourrait qualifier d’orage procoagulant, faisant le lien entre inflammation et thrombose.
En complément des biomarqueurs conventionnels de la coagulopathie, comme les D-
dimeres ou les plaquettes [65,66], les MV pourraient représenter des Biomarqueurs
émergeants pour identifier de facon précoce les patients a risque thrombotique. Ces avancées
viennent a l’appui des recommandations internationales sur I’instauration précoce d'un
traitement anti coagulant pour la prévention et le traitement des thromboses , avec
intensification potentielle en cas de COVID-19 sévere . Les MV facteur tissulaire favorisant
la génération de thrombine, plusieurs médicaments antithrombotiques ciblant la formation de
thrombine comme les héparines ont été proposés dans des protocoles prophylactiques et / ou
curatifs, pour la prise en charge des thromboses associées a la COVID-19 [67]. Cette réponse
procoagulante étant elle-méme déclenchée par la réponse inflammatoire, les thérapies ciblant
cette réponse inflammatoire de facon générale comme les corticoides, ou plus sélectivement
comme les immunothérapies ciblant les cytokines inflammatoires et le complément
pourraient, de facon indirecte, améliorer les effets déléteres de cette réponse immuno-

thrombotique.

Au total, les études publiées a ce jour aussi bien dans les thromboses artérielles et veineuses
sont encourageantes, car elles montrent que les MV ont un réel potentiel pour prédire le risque
thrombotique, et doivent prendre en considération aussi bien I’origine cellulaire des MV que
leur activité fonctionnelle. Mais ces études reposent sur des effectifs restreints pour la
majorité d’entre elles et sont limitées par un manque de standardisation des méthodes reposant
sur des tests fonctionnels. Par ailleurs, les tests fonctionnels sont globaux et ne permettent pas
de dire si I’activité procoagulante provient des cellules hématopoiétiques ou des cellules

tumorales. Le chapitre suivant s’attachera a montrer pourquoi le développement de stratégies
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technologiques sensibles, reproductibles et standardisées est indispensable pour préciser

I’intérét des MV dans les pathologies cardiovasculaires.

3. Méthodes de mesure des microvésicules et stratégies de standardisation

La translation des MV a la clinique implique de prendre en considération tous les facteurs qui
peuvent potentiellement biaiser leur détermination. Parmi eux, I’étape pré-analytique est la
source de variabilité la plus importante. Les principaux parametres pré analytiques influengant
les dosages des microvésicules plasmatiques sont la nature de 1’anticoagulant, le diametre de
I’aiguille, le délai d’acheminement, les conditions de transport et le stockage (Tableau 3) [68].
Ce role critique a été démontré par une étude multicentrique incluant plus de 40 laboratoires
[69] conduisant a proposer des recommandations pré analytiques pour la mesure des MV dans
le plasma, treés proches de celles préconisées en hémostase spécialisée pour la mesure des
anticoagulants de type lupiques [69,70]. Ces recommandations ont été élargies a d’autres

types de milieux biologiques et a d’autres types de vésicules par un panel d’experts

internationaux, sous I’égide de I'ISEV et de 'ISTH [70,71].

Concernant la mesure des MV dans les échantillons biologiques, les différentes méthodes
disponibles peuvent étre regroupées en 2 grandes catégories : les méthodes qui apportent des
informations a l’échelle d’une MV incluant la cytométrie en flux, la détection par impédance
(RPS : Resistive Pulse Sensing), la détection grace a la microscopie électronique et la
microscopie de force atomique, ainsi que la détection des mouvements browniens (NTA :
Nanoparticle Tracking Analysis) et les méthodes qui donnent des informations globales, a
I’échelle d’une population de MV, comme les immuno-assays, les tests fonctionnels et les
tests hybrides qui combinent les deux. Toutes ces méthodes ont leurs propres avantages et
leurs limites pour la mesure des VEC [70-73]. Dans cette revue, nous nous focaliserons sur la
cytométrie en flux et les tests fonctionnels qui ont été largement utilisés pour mesurer les MV

dans des contextes cliniques. (Tableau 4)

3.1 La Cytométrie en flux (CMF)

Elle repose sur la combinaison des propriétés de diffraction de la lumiere des MV et
I’expression d’antigenes spécifiques détectés par marquage fluorescent. Les avantages sont de
combiner une analyse multiparamétrique permettant de détecter des sous-populations de MV
avec un bon niveau de spécificité en fonction de l'origine cellulaire. Les principaux

marqueurs immunologiques utilisés a ce jour ont été résumés dans le tableau 5. La CMF
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donne acces a une analyse quantitative des MV grice a des billes de comptage et a une
stratégie de standardisation possible grace a des calibrants en taille et en fluorescence. De
plus, c’est une technologie accessible dans de nombreux laboratoires hospitaliers et de
recherche. Cependant, la CMF a ses propres limites, en lien avec la taille submicronique et la
faible expression antigénique des MV.

Durant ces 10 dernieres années, la CMF a bénéficié de progres technologiques considérables
impulsés par la demande des sociétés savantes d’améliorer les capacités de résolution en taille
et en fluorescences des cytometres. Depuis 2018, ces évolutions ont abouti au développement
par différents fabricants, d’instruments de derniere génération ultrasensibles en taille et en
fluorescences, avec en conséquence, une performance accrue pour mesurer les MV présentes
en tres faible quantité dans la circulation comme les MV d’ origine endothéliale, leucocytaire
ou tumorale [74]. A coté de ces évolutions technologiques, la CMF est aussi la méthode de
mesure qui a le plus bénéficié d’avancées en termes de standardisation [75]. En effet durant
ces 10 dernieres années, plusieurs études internationales de standardisation, impliquant pres
de 40 laboratoires de pays différents, ont été coordonnées par notre groupe et le groupe de
Rienk Niewland a Amsterdam dans le cadre des Sous-comités de standardisation de I’ISTH,
en interface avec I'ISAC et I'ISEV. Ces travaux multicentriques ont permis de définir des
protocoles standardisés et des outils de calibration aujourd’hui a disposition de la
communauté scientifique, avec comme valeur ajoutée, de disposer de stratégies communes

pour quantifier les sous-populations de MV tout en réduisant les variabilités inter-laboratoires.

3.2 Mesure de I’activité fonctionnelle des MV

L’activité procoagulante des MV repose sur l’expression conjointe des phospholipides
anioniques qui permettent la liaison et I’activation des facteurs de la coagulation a la surface
des MV mais aussi du facteur tissulaire (FT), exprimé de facon sélective par certaines sous-
populations de MV. Concernant les tests disponibles, différentes stratégies sont possibles, qui
different en fonction de la cible procoagulante mesurée, du principe de la méthode et des
conditions pré analytiques (Tableau 6). Une premiere stratégie est basée sur une détermination
antigénique des phospholipides anioniques, du FT ou de la fibrine mesurés sur des MV
directement sur I'échantillon biologique [76—79]. Une deuxieme stratégie est basée sur la
détermination d’une activité fonctionnelle, mesurée en utilisant soit un temps de coagulation,
un temps de génération de thrombine, de fibrine, ou de facteur X activé, a la surface de MV
purifiées par centrifugation ou par immuno-capture [16,46,50,80,81]. La derniere stratégie

combine une purification des MV par immuno-capture sur des plaques ELISA et un test
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fonctionnel basé sur un test de génération de thrombine ou de génération de facteur X activé
[82].

Les enjeux actuels pour optimiser les performances analytiques des tests fonctionnels
appliqués a la mesure de I’activité procoagulante des MV dépendante du FT sont de
développer des tests plus sensibles, spécifiques et reproductibles. Quelle que soit la stratégie,
les recommandations sont d’utiliser un anticorps bloquant le FT pour attester de la spécificité
de la mesure et un étalon FT permettant de calibrer cette activité. C’est en intégrant ces
recommandations que nous avons récemment développé, , un nouveau test procoagulant
permettant de mesurer le FT avec une plus grande sensibilité comparée aux autres tests
développés a ce jour [83].

La vision initiale des MV comme des surfaces enzymatiques capables d’activer des réactions
procoagulantes déléteres a été revisitée plus récemment en montrant qu’elles pouvaient
également étre le support d’activités fibrinolytiques protectrices [84]. Ces activités dépendent
de I’expression d’urokinase et de t-PA, exprimées respectivement par les MV d’origine
leucocytaire et endothéliale, qui ont de ce fait la capacité de générer de la plasmine et de
participer a des réponses de protéolyse intra et extravasculaire. Nous avons développé une
approche originale combinant la capture des MV leucocytaires en sang total et la mesure de
leur activité de génération de plasmine [85]. Contrairement a I’activité pro coagulante,
associée au risque de thrombose, cette 1’activité fibrinolytique apparait comme protectrice
dans certains contextes. En effet, elle est élevée chez les sujets normaux et chez les patients en
choc septique qui survivent par rapport a ceux qui décedent. Ainsi, le fait que les MV puissent
étre de facon concomitante le support d’activités procoagulantes et fibrinolytiques nous a
conduits a proposer le concept de « balance coagulolytique des MV », mesurable par la
résultante de ces 2 activités a la surface des MV.

Méme s’il reste encore des verrous technologiques a lever concernant les approches
préanalytiques et analytiques appliquées a la mesure des MV, des progres importants ont été
accomplis ces dernieres années pour permettre d’envisager aujourd’hui des études

multicentriques.

Conclusion

Ainsi, les progres technologiques accomplis ces dernieres années dans le domaine de la
mesure des MV, et les efforts de standardisation impulsés par 3 sociétés savantes (ISEV,
ISTH, ISAC) travaillant en synergie avec les équipes de recherche sont encourageants pour

accélérer leur transfert vers la clinique. Les données cliniques obtenues ont permis d’intégrer
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en 2016 le dosage des MV dans la liste des actes innovants (RIHN) de la nomenclature des
actes de biologie médicale en France. D’autre part, en 2019, les outils et stratégies de
calibration et de contr6les développés par la communauté scientifique, ont également permis
de satisfaire pour la premicre fois aux exigences de 1’accréditation de la mesure des sous
populations de MV par CMF par le COFRAC (Comité FRangais d’ACcréditation).
Néanmoins, différents challenges restent encore a atteindre pour donner tout leur potentiel aux
MYV pour se positionner comme des bio marqueurs prédictifs.

Le premier est de poursuivre les efforts de standardisation, notamment 1/ de standardiser les
tests fonctionnels pour disposer d’approche sensibles, spécifiques et reproductibles, objectif
priorisé dans une étude multicentrique internationale que nous coordonnons actuellement au
sein de 'ISTH avec un groupe hollandais et américain 2/ de définir les meilleurs marqueurs
pour les MV les moins fréquentes mais les plus pertinentes d’un point de vue clinique comme
celles d’origine endothéliale, leucocytaire et tumorale 3/ d’ établir les variations
physiopathologiques des MV en fonction de 1’age ou du sexe.

Un autre challenge est de valider la pertinence clinique des MV, grice a des études
multicentriques a large échelle et a des scores combinant les MV aux données biologiques et
cliniques. Les résultats de ces études, associés aux recommandations des sociétés savantes
nationales et internationales et a I’implémentation des MV dans les éléments normatifs des
analyses de biologie médicale, permettront dans I’avenir de positionner les MV comme de
futurs candidats pour développer une médecine personnalisée appliquée aux maladies
cardiovasculaires

Ce que nous avons appris du risque thrombotique associé a la COVID 19, illustre le potentiel
des MV, pour stratifier les patients a risque vasculaire et proposer une adaptation des doses
d’anticoagulation, avec comme objectif une personnalisation des traitements anti-coagulants

dans les formes séveres de cette maladie infectieuse émergeante.

Légendes figures et tableaux

Figure 1 : Caractéristiques des vésicules extracellulaires
Représentation schématique des différents types de vésicules extracellulaires de la formation
des vésicules extracellulaires et classification en fonction de leur biogénese, leur taille et leur

contenu.
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Légende : ALIX : Protéine d’interaction de mort cellulaire programmée 6 ; LAMP1 : Protéine

membranaire associée aux lysosomes 1 ; Tsgl01 : Gene de sensibilité aux tumeurs 101

Figure 2 : Vésicules extracellulaires dans les fluides biologiques et notion de biopsie
liquide

Les vésicules extracellulaires sont présentes dans les milieux extracellulaires en contact avec
les cellules et les tissus qui les produisent. Elles sont, de ce fait, détectables dans une grande
variété de liquides biologiques (plasma, urine, liquide cérébrospinal, liquides articulaires,
salive, ascite, liquide séminal, lait maternel...). Elles sont reconnues comme des

biomarqueurs prometteurs dans les biopsies liquides de ces tissus.

Figure 3 : Diversité structurale et fonctionnelle des microvésicules

Représentation schématique des différents agonistes capables d‘augmenter la libération des
microvésicules a partir de différents types de cellules. Impact sur la diversité de leur
composition protéique, lipidique et nucléiques et conséquences sur la diversité fonctionnelle
qui en résulte.

Légende : ADP : Adénosine diphosphate ; LPS : lipopolysaccharide ; MV : microvésicules ;

PAI-1 : Inhibiteur des activateurs du plasminogene

Figure 4 : Multiples facettes des microvésicules endothéliales

Représentation schématique du panel des molécules portées par les microparticules
endothéliales et des effets biologiques associés a ces molécules (d’apres Frangoise Dignat-G
etal, ATVB, 2011).

Légende : APC : protéine C activée; ARN : acide ribonucléique ; eNOS : NO synthase
endothéliale ; EPC : protéine C endothéliale ; EPCR : récepteur endothélial a la protéine C ;
FT : facteur tissulaire ; ICAM-1 : molécule d’adhésion intercellulairel ; miARN : micro-
ARN; MMP : métalloprotéase ; PAI-1 : inhibiteur des activateurs du plasminogene ; PECAM-
1: molécule d’adhésion entre les plaquettes et les cellules endothéliales 1; PS:
phosphatidylsérine ; t-PA : activateur tissulaire du plasminogeéne ; TM : thrombomoduline ;
VE-cadherine : endothélium vasculaire cadhérine ; VCAM-1: molécule d’adhésion aux

cellules vasculaires 1

Tableau 1 : Les microvésicules comme biomarqueur du risque de thrombose artérielle
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Ce tableau regroupe les principales études prospectives montrant un role prédictif des
microvésicules dans les thromboses artérielles.
Légende :

AnV : Annexine V ; CMF : cytométrie en flux ; FT : facteur tissulaire ; MV : microvésicules

Tableau 2: Les microvésicules procoagulantes comme biomarqueur du risque de
thrombose veineuse

Ce tableau regroupe les principales études prospectives impliquant les microvésicules portant
le facteur tissulaire comme prédictives ou pas du risque de thrombose veineuse. Les études
sur fond blanc montrent une association entre les FT+MV et la survenue de thromboses
veineuse. Cette association n’a pas été retrouvée dans les études sur fond gris.

Légende : FT : facteur tissulaire ; MV : microvésicules

Tableau 3: Recommandations pré analytiques pour la mesure des microvésicules
plasmatiques
Ce tableau regroupe les principaux parametres pré analytiques influengant les dosages des

microvésicules plasmatiques.

Tableau 4 : Méthodes de caractérisation des microvésicules

Les méthodes permettant la caractérisation des microvésicules sont séparées en deux
catégories. Des méthodes permettant 1’analyse une a une des microvésicules comme la
cytométrie en flux et les méthodes analysant de fagon globale un mélange de microvésicules

telles que les techniques ELISA ou les tests fonctionnels.

Tableau 5 : Marqueurs de surface des différentes sous-populations de microvésicules
Différentes sous population de microvésicules détectées par cytométrie en flux en utilisant des
marqueurs spécifiques des cellules.

Légende : ICAM-1 : Molécule d’adhésion intercellulaire 1 ; VCAM-1 : Molécule d’adhésion

aux cellules vasculaire 1

Tableau 6 : Méthodes de caractérisation des MV procoagulantes
La mesure de I’activité procoagulante des microvésicules peut €tre obtenue grace a différentes

stratégies : les méthodes antigéniques (Antig.), fonctionnelles (Fonct.) et hybrides (Hyb.).
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Légende : PS : phosphatidylsérine, FT : facteur tissulaire ; FTPI : inhibiteur de la voie du

facteur tissulaire ; PFP : plasma déplété en plaquettes.
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Tableau 1 : Les microvésicules comme biomarqueur du risque de thrombose artérielle

Interét predictif

Pathologie  Effectif Origine des MV Méthode Réf
(*) Indépendant
Maladie Endothéliale Evénements
) n=200 CMF ) _ [38]
coronaire (CD31+/ AnV+) cardiovasculaires (*)
Maladie Endothéliale Evénements
) n=378 CMF ) _ ) [39]
coronaire (CD144+) cardiovasculaires et mortalité (*)
Insuffisance Endothéliale Evénements cardiovasculaires
n=81 CMF [40]
rénale (CD31+/CDA41-) sévéres et mortalité (*)
Sténose Leucocytaire N
o n=42 CMF Instabilité de la plaque (*) [41]
carotidienne CD11b/CD66b
Insuffisance Mortalité et ré-hospitalisation
Endothélaile
cardiaque n=154 CMF liée a I’insuffisance cardiaque  [42]
_ (CD31+/ AnV+) _
chronique chronique (*)
Patients &geés ] _
Evénements cardiovasculaires
Avec minimum Endothéliale (CD146+) ) )
_ chez des patients a haut risque
3 facteurs de n=25 Leucocytaire (CD45+) CMF o ) _ - [43]
) avec régime alimentaire chargé
risque MV FT+ (CD142+) _
) _ en oléagineux
cardiovasculaire
Monocytaire (CD14+) _ _ _ o
Infarctus du ) Mortalité cardiovasculaire (suivi
n=200 Plaquettaire (CD61+) CMF [44]

myocarde

MV FT+ (CD142+)

sur 4 ans)




Tableau 2 : Les microvésicules procoagulantes comme biomarqueur du risque de thrombose veineuse

) Total/Thrombose  Durée du . ) )
Pathologie ) . Origine MV Méthode Réf
veineuse + suivi

Cancer Pancréatique 11/02 20 semaines MYV totale Test fonctionnel  [46]

Cancer solide 60/5 lan MYV totale Impédance [35]

Cancer solide 43/5 6 mois MYV totale Test fonctionnel  [47]

Glioblastome 61/11 7 mois GFAP + FT + MV CMF [48]

Cancer pancréatique 117/52 Non précisé MV totale Test fonctionnel  [49]
) 6 mois —1 )

Cancer pancréatique 65/11 MYV totale Test fonctionnel  [50]

an

Cancer solide 608/40 180 jours MV totale Test fonctionnel ~ [51]

Cancer pancréatique 41/12 lan MV totale Test fonctionnel  [52]
Cancer solide et )

_ 728/53 2 ans MYV totale Test fonctionnel ~ [54]

oncohématologique

Cancer solide et .

) _ 299/49 2 ans MYV totale Test fonctionnel ~ [55]

oncohématologique
Cancer pancréatique 252/40 10 mois MYV totale CMF [56]




Tableau 3 : Recommandations pré-analytiques pour la mesure des microvésicules plasmatiques

Parametres pré analytiques

Recommandations

Type de tube

Tube citrate de sodium (C=0,109mol/L)

Prélevement

Aiguille large (21G minimum)

Eliminer les 2 premiers millilitres de sang

Délai avant la premiere centrifugation

Inférieur a 2 heures

Transport des tubes

Maintenir les tubes a la verticale

Centrifugation

2 centrifugations successives de 2500g,

15 minutes a température ambiante

Stockage des plasma déplétés en

plaquette

Congélation -80°C

Utilisation des plasma déplétés en

plaquette apreés congélation

Décongélation rapide au bain marie 37°C

Conservation a 4°C avant dosage




Tableau 4 : Méthodes de caractérisation des microvésicules

Methodes Quantification  Phénotypage  Taille Limites
Cytometrie en N 4 Limité Agrégats, diametre
> flux <200nm
E Mouvements N i N Aurtefacts (débris cellulaires
E browniens et protéines)
o . .
S Impédance N i N Artefacts (débris cellulaires,
_'g P lipides et protéines)
(¢B] 1 H ,
2 Mlcroscpple Limite Limité N ’ Artefacts pe’n,dant Ig
S électronique préparation de 1’échantillon
=
< Microscopie de oo L Artefacts (débris cellulaires
. Limité Limité + -
force atomique et protéines)
> ELISA N N ] ACCGSSIb,Illte des molécules
S portées par les MV
é Tests N N ] Accessibilité des molécules
9 fonctionnels portées par les MV
K
2 Spectrométrie N
& P - (extraction - Echantillon > 10ug
o de masse -
protéique)




Tableau 5 : Marqueurs de surface des differentes sous-populations de microvésicules

Origine cellulaire Marqueurs de surface
Plaquettaire CDA41, P-sélectine, CD42b, CD31
Leucocytaire CD14, CD11b, CD15, CD66b, ICAM-1, CD45
Endothéliale CD31, VCAM-1, ICAM-1, CD62E, CD105, CD146, CD144

Erythrocytaire CD235a




Tableau 6 : Méthodes de caractérisation des microvésicules procoagulantes

Test
Tests Stratégie Cible Meéthode Préanalytique ) Réf
commercial
Cytométrie en _ PS, FT, Immuno PFP
Antig. o _ _ Non [75,76]
Flux FT/ TFPI fluorimétrie Centrifugation
Cytométrie en _ o Immuno PFP
Antig. Fibrine ) ) _ _ Non [77]
Flux fluorimetrie Centrifugation
Microscopie Antig. Immuno PFP
FT ] ] _ _ Non [78]
confocale fluorimétrie Centrifugation
Calibrated
Génération de PFP )
Automated Fonct. PSouFT _ _ _ Oui [79]
Thrombine Centrifugation
Thrombogram
STA-Procoag Temps de PFP )
Fonct. PS _ _ _ Oui [80]
PPL Coagulation Centrifugation
Test de o
. Génération de _ _
génération de Fonct. FT _ . Centrifugation Non [46,50]
. facteur X active
facteur X activé
Test de _
_ Génération de _ _
génération Fonct. PS+FT o Centrifugation Non [16]
o fibrine
de fibrine
Zymuphen-MP Génération de Immunocapture )
Hyb. PS _ Oui [81]
ELISA Thrombine (PS) sur PFP
Zymuphen-MP Génération de  Immunocapture
Hyb FT Non [81]

TF

facteur X activé

(PS) sur PFP






