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Résumé 
Les plaquettes sanguines contiennent une quantité abondante et diversifiée de microARN, 

qui sont de petits ARN non-codants d’une vingtaine de nucléotides de long capables de 

réguler l’expression des gènes de manière post-transcriptionnelle et séquence spécifique. 

Suite à leur activation, les plaquettes libèrent des microparticules (MPs), qui contiennent du 

matériel génétique issu de leur cellule d’origine et susceptible d’être transmis à une autre 

cellule afin d’y exécuter une fonction biologique. Durant mes travaux de thèse, j’ai étudié 

le rôle extra-plaquettaire des microARN et la capacité des MPs de plaquettes à participer 

aux communications intercellulaires. 

Les résultats que j’ai obtenus démontrent que les plaquettes activées à la thrombine libèrent 

la majorité de leur contenu en microARN dans les MPs, notamment miR-223. Les MPs 

sont internalisées par les cellules endothéliales HUVEC, et y délivrent leur contenu en 

miR-223. De plus, les MPs contiennent des complexes effecteurs Argonaute 2 

(Ago2)miR-223 fonctionnels et capables de réguler l’expression d’un gène rapporteur 

dans les cellules cibles endothéliales. Enfin, miR-223 provenant des MPs est capable de 

réguler l’expression de deux gènes endogènes prédits pour être ciblés par miR-223 et 

présents dans les HUVEC, à la fois au niveau de l’ARN messager (ARNm) et de la 

protéine. Dans une deuxième étude, j’ai démontré que ce phénomène n’est pas exclusif aux 

cellules endothéliales et qu’il peut également se produire avec les macrophages primaires 

humains. Les MPs sont effectivement internalisées par les macrophages et y délivrent leur 

contenu en miR-126-3p, qui y est fonctionnel et y régule l’expression d’un gène rapporteur 

et de gènes endogènes. De plus, l’internalisation des MPs induit une modification du 

transcriptome des macrophages receveurs, avec 66 microARN et 653 ARN codants ou non 

codants dont les profils d’expression sont modifiés. Ces changements sont accompagnés 

d’une diminution de la sécrétion de cytokines et de chimiokines, et d’une augmentation de 

la capacité de phagocytose par les macrophages. 

Mes travaux de doctorat démontrent que les microARN véhiculés par les MPs plaquettaires 

sont impliqués dans la reprogrammation de l’expression des gènes et des fonctions des 

cellules les internalisant, reflétant ainsi la complexité des communications intercellulaires. 
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Abstract 
Blood platelets contain an abundant and diverse array of microRNAs, which are small non-

coding RNAs of ~20 nucleotides involved in post-transcriptional regulation of gene 

expression in a sequence-specific manner. Upon activation, platelets release microparticles 

(MPs) containing genetic materials from their parental cells that may be transferred to, and 

exert potent biological effects in, recipient cells. During my PhD thesis, I studied the extra-

platelet role of microRNAs, and the ability of platelet-derived MPs to mediate cell-to-cell 

communications.  

The results that I obtained demonstrate that thrombin-activated platelets preferentially 

release their microRNA content in MPs, including miR-223. MPs can be internalized by 

human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), to which they transfer their miR-223 

content. Moreover, platelet MPs contain functional effector Argonaute 2 (Ago2)•miR-223 

complexes that are capable of regulating expression of a reporter gene in recipient HUVEC. 

Finally, platelet MP-derived miR-223 could regulate expression of two endogenous genes 

in recipient HUVEC, both at the mRNA and protein levels. In a second study, I 

demonstrated that this process is not exclusive to endothelial cells, and could take place 

also in primary human macrophages. Following their internalization by macrophages, MPs 

deliver functional miR-126-3p, which regulated expression of both a reporter gene and 

endogenous genes. Furthermore, MP internalization modified the transcriptome of recipient 

macrophages, with 66 microRNAs and 464 coding and non-coding RNAs that are 

differentially expressed. These changes are associated with a reduced secretion of cytokines 

and chemokines, and a marked increase in the phagocytic capacity of macrophages. 

My doctoral work demonstrate that platelet-derived microRNAs transfered by MPs are 

involved in reprograming recipient cells’ gene expression and functions, which illustrate 

the growing complexity of cell-to-cell communications.  
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Chapitre 1: Introduction 
Les travaux de recherche présentés dans cette thèse portent sur les microARN d’origine 

plaquettaire, plus particulièrement sur les microARN de microparticules (MPs) de 

plaquettes humaines et leur rôle dans les communications intercellulaires. La première 

partie de ce chapitre portera donc sur la biogénèse et la fonction des microARN chez 

l’humain. Ensuite, j’introduirai les plaquettes sanguines et les MPs de plaquettes. Pour 

conclure, je présenterai deux types cellulaires (cellules endothéliales et macrophages) qui 

interagissent avec les MPs de plaquettes et qui font l’objet des deux publications qui 

forment le corps de cette thèse de doctorat. 

1.1 Les microARN 

1.1.1 Découverte de la répression génique par l’ARN 

La répression génique par l’ARN, ou interférence à l’ARN (iARN), est un mécanisme par 

lequel un gène est réprimé de manière post-transcriptionnelle et séquence-spécifique par un 

ARN double brin (ARNdb). L’ARN messager (ARNm) cible et le brin complémentaire 

s’apparient grâce à un complexe ribonucléoprotéique (RNP) au sein duquel l’ARNm est 

clivé puis dégradé, inhibant ainsi l’expression du gène de manière post-transcriptionnelle et 

irréversible. En 1993 deux groupes de recherche ont découvert le premier petit ARN 

endogène régulateur de l’expression génique chez le nématode C. elegans (Lee et al., 1993; 

Wightman et al., 1993). Ils ont démontré que le gène lin-4 produit un petit ARN de 22 

nucléotides (nt) à partir d’un précurseur de 61 nt, et que ce petit ARN est capable d’inhiber 

l’expression du gène lin-14 via la présence de sites partiellement complémentaires à ce petit 

ARN dans la région 3’ non-codante (3’ untranslated region, 3’UTR) de son ARNm. Cette 

découverte est donc à la base de la voie des microARN classique, puisque le petit ARN de 

61 nt, issu de la transcription du gène lin-4, est clivé en un petit ARN de 22 nt qui lie 

l’ARNm cible par complémentarité imparfaite. Sept ans plus tard, un deuxième petit ARN 

régulateur, let-7, fut découvert par le groupe du Dr. Gary Ruvkun (Reinhart et al., 2000). Ils 

démontrèrent que let-7 possède des sites de liaison dans la région 3’UTR de plusieurs 

ARNm, et qu’il est notamment capable de réguler négativement l’expression du gène lin-

41. La très forte conservation de let-7 a ensuite permis de déduire la présence de cette 
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nouvelle classe de petits ARN, appelés microARN, chez la quasi-totalité des métazoaires, 

dont l’Homme (Pasquinelli et al., 2000).  

Durant cette période, le groupe du Dr. Craig Mello découvrit le phénomène de l’iARN. Ils 

ont constaté, chez Caenorhabditis. elegans, que l’insertion de plusieurs ARNdb ciblant 

différents ARNm provoquait une répression traductionnelle spécifique, mais aussi plus 

efficace que l’insertion d’un simple brin d’ARN antisens, et que cette répression génique 

pouvait être transmise à la descendance (Fire et al., 1998). La transposition de cette 

découverte aux cellules de mammifères n’a, en revanche, pas pu se faire immédiatement. 

En effet, dans ces cellules, les longs ARNdb ne permettent pas de réprimer de manière 

séquence spécifique les ARNm, du fait de la réponse antivirale, appelée réponse à 

l’interféron, que ceux-ci déclenchent. L’activation de la protéine kinase R (PKR), suite à la 

reconnaissance d’un ARNdb >30 paires de bases (pb), induit la phosphorylation du facteur 

d’initiation de la traduction Eukaryotic Initiation Factor 2 alpha (eIF2-α), aboutissant à la 

diminution générale de la traduction, indépendamment de la séquence introduite (Manche 

et al., 1992). Néanmoins, divers rôles du mécanisme d’iARN ont été rapidement mis en 

évidence, notamment dans la réponse antivirale chez les plantes (Ratcliff et al., 1999), ainsi 

que dans l’immobilisation des transposons chez le nématode (Tabara et al., 1999).  

Suite à cela, le groupe du Dr. Thomas Tuschl a démontré, dans différents types de cellules 

de mammifères, la capacité de petits ARN interférents (small interfering RNA, siARN) à 

réprimer leurs ARNm cibles (Elbashir et al., 2001). Cette découverte majeure a fourni un 

outil fantastique, toujours très populaire de nos jours, pour étudier la fonction des gènes, et 

a également ouvert la voie à l’utilisation des petits ARN en thérapie génique. 

Ces travaux ont donc permis l’avènement de nouvelles technologies dans les laboratoires 

de recherche et ont ouvert la porte à de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, 

l’utilisation directe de siARN, d’ARNdb ou encore d’ARN en tige-boucle, permet de 

réprimer un gène de manière spécifique pour en étudier sa fonction ou pour traiter des 

pathologies associées à la surexpression d’un gène. 
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1.1.2 Biogenèse des microARN chez l'humain 
Les microARN matures sont des ARN de 19 à 24 nt de long impliqués dans la régulation 

post-transcriptionnelle de l’expression des gènes, et ce, de manière séquence-spécifique. À 

ce jour, ils ont été mis en évidence chez la quasi-totalité des organismes eucaryotes, y 

compris les plantes (Reinhart et al., 2002). Malgré l’exception notable de la levure S. 

cerevisiae (Drinnenberg et al., 2009), les champignons et les levures possèdent aussi un 

système d’iARN, initialement appelé quelling (Raponi and Arndt, 2003; Romano and 

Macino, 1992). 

Comme les travaux de cette thèse ont été réalisés en utilisant des cellules primaires 

humaines, et que chaque organisme possède ses spécificités, je discuterai uniquement la 

voie des microARN chez les mammifères, particulièrement chez l’humain. 

1.1.2.1 La voie classique des microARN 

1.1.2.1.1 Transcription des gènes de microARN 

Les gènes de microARN sont transcrits en microARN primaires (pri-microARN), qui sont 

de longs ARN formant une structure en tige-boucle et pouvant atteindre plusieurs milliers 

de nt. La majorité des transcrits font entre 3000 et 4000 nt de long, et ils peuvent contenir 

une ou plusieurs structures en tige-boucle séparées par au moins 10 nt (Saini et al., 2007). 

Ces pri-microARN sont, pour la plupart, transcrits par l’ARN polymérase II (pol II), et 

possèdent ainsi les caractéristiques des transcrits produits par cette enzyme, à savoir une 

coiffe 7-méthyl-guanosine en 5’ et une queue polyadenylée (polyA) en 3’ (Cai et al., 2004). 

Le profil d’expression des microARN varie dans les différents types cellulaires et selon les 

différentes conditions environnementales, ce qui implique leur régulation par des facteurs 

de transcription et des complexes co-activateurs (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Les pri-

microARN proviennent majoritairement de la transcription de gènes de microARN, seuls 

ou polycistroniques (Ozsolak et al., 2008), ou d’introns d’ARNm codant pour une protéine 

(Lee et al., 2002). Cependant, plusieurs contextes génomiques différents peuvent donner 

naissance à un ou plusieurs pri-microARN, tel qu’illustré à la Figure 1. Qu’ils soient 

d’origine intronique ou non, les pri-microARN subissent un processus de maturation 
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similaire, mais indépendant des complexes impliqués dans l’épissage (Kim and Kim, 

2007). 

 

Figure 1: Contexte génomique des microARN 
Les microARN peuvent être localisés dans les exons (A) ou les introns (B) de transcrits 
codants ou non. Des microARN sont positionnés entre deux gènes et ne sont pas soumis à 
l’épissage (C). Les situations A-B-C peuvent aussi se produire dans le cas d’un ARN 
polycistronique, qui intègre plusieurs structures d’ARN tige-boucles dans un même 
transcrit primaire (D). Les microARN qui sont excisés par le complexe d’épissage, de 
manière indépendante du complexe microprocesseur, sont appelés miRtrons (E). Bleu, 
ADN non-transcrit; rose, exon; gris, intron. Figure tirée de Finnegan and Pasquinelli 
(2013). 
 

1.1.2.1.2 Maturation du pri-microARN  

Tel qu’illustré à la Figure 2, les pri-microARN vont subir deux étapes de maturation 

successives, avant que les microARN matures puissent être incorporés au sein des 

complexes effecteurs et servir de guide pour la régulation de l’expression de l’ARNm cible. 

Ces pri-microARN se replient sur eux-mêmes et forment plusieurs structures en tige-
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boucle, à l’intérieur desquelles se retrouvent les microARN matures. Les structures en tige-

boucle du pri-microARN sont reconnues par un complexe nucléaire appelé 

Microprocesseur, qui réalise la première étape de maturation des microARN (Han et al., 

2004). Ce complexe est formé de la ribonucléase III (RNase III) Drosha et de son cofacteur 

DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8). Pour effectuer le clivage du pri-

microARN, le Microprocesseur reconnait la structure d’ARN en forme de tige-boucle, dont 

la tige fait ~33 nt et dont la boucle terminale est faite d’ARN simple brin (ARNsb). Grâce à 

ses deux domaines de liaison à l’ARN, DGCR8 se positionne à la jonction de la tige-boucle 

et facilite le recrutement ainsi que le positionnement de Drosha, qui coupe à 11 paires de 

bases (pb) de la base de la tige (Han et al., 2006). Afin de préserver les niveaux adéquats 

des composantes du complexe, une boucle de rétroaction négative entre Drosha et DGCR8 

existe. En se liant à Drosha, DGCR8 stabilise le complexe et stimule son activité, alors que 

Drosha régule négativement DGCR8 en clivant une structure tige-boucle dans le deuxième 

exon de son ARNm, limitant ainsi sa traduction (Han et al., 2009). 

1.1.2.1.3 Export du pré-microARN dans le cytoplasme 

Cette première étape de maturation mène à la production d’un précurseur de microARN 

(pré-microARN) de ~ 60-70 nt caractérisé par une structure en tige-boucle avec une 

extrémité 3’ protubérante de 2 nt, qui est la signature de son clivage par une RNase III 

(Gregory et al., 2004; Lee et al., 2003). Cette structure particulière des pré-microARN est 

reconnue par le système RanGTP et la karyophérine Exportine 5 (XPO5). Une fois lié, le 

pré-microARN transite alors par le pore nucléaire vers le cytoplasme, où l’hydrolyse du 

GTP en GDP permet la dissociation du complexe et la libération du pré-microARN au 

cytoplasme, où il subira une deuxième étape de maturation (Lund et al., 2004; Yi et al., 

2003). XPO5 reconnait les ARNdb faisant plus de 14 pb et possédant une extrémité 

protubérante de 1 à 8 nt en 3’ (Zeng and Cullen, 2004). Elle est ainsi capable d’exporter 

d’autres ARN en structure tige-boucle, tels que les petits ARN nucléolaires (small 

nucleolar RNAs, snoARN) (Ender et al., 2008) et les ARN de transfert (ARNt) (Babiarz et 

al., 2008). 
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Figure 2: La voie classique de la biogénèse des microARN 
La majorité des pri-microARN sont transcrits à partir d’un gène de microARN par la Pol II 
et sont clivés par le complexe Microprocesseur, composé de Drosha et DGCR8, en un 
précurseur de microARN (pré-microARN). Suite à son export vers le cytoplasme causé par 
le système RanGTP et la karyophérine Exportine 5, le pré-microARN subit un deuxième 
clivage par Dicer, assistée par un de ses cofacteurs (TRBP ou PACT). Le produit de 
clivage, un duplex de microARN mature, sera ensuite incorporé dans une protéine 
Argonaute au sein du complexe RISC, dans lequel il y aura sélection du brin guide et 
dégradation du brin passager. Le complexe RISC se liera alors à un ARNm cible pour le 
réprimer et/ou le déstabiliser et le dégrader, empêchant ainsi sa traduction. Figure tirée de 
Winter et al. (2009). 
 

1.1.2.1.4 Clivage du pré-microARN par Dicer 

Dans le cytoplasme, la RNase III Dicer va, avec l’aide de ses co-facteurs, cliver le pré-

microARN pour donner un duplex linéaire d’ARN d’une vingtaine de nt de long (Bernstein 

et al., 2001; Hutvagner et al., 2001). Le duplex de microARN mature ainsi produit est 
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formé de deux brins asymétriques, nommés 5p et 3p, et est associé à la protéine Argonaute 

(Ago) pour former le complexe effecteur microRNA-containing ribonucleoprotein complex 

(miRNP), ou RNA-induced silencing complex (RISC) (Rose et al., 2005). 

Initialement déterminée chez le protozoaire Giardia intestinalis, la structure de Dicer a 

permis de mettre en évidence que le domaine PAZ de la protéine lie l’extrémité 3’ 

protubérante de 2 nt du pré-microARN. La distance entre ce domaine PAZ et le coeur 

catalytique, formé par la dimérisation des 2 domaines RNases, permet de définir la 

localisation du site de clivage à ~ 25 nt de l’extrémité 3’ du pré-microARN chez le 

protozoaire (MacRae et al., 2007; Macrae et al., 2006). Chez l’humain, la distance entre les 

domaines PAZ et RNAse III est plus courte, et l’orientation du domaine catalytique diffère, 

ce qui explique le clivage préférentiel à ~ 21-23 nt de l’extrémité 3’ du pré-microARN (Lau 

et al., 2012). 

Le clivage du pré-microARN par Dicer se fait à l’aide de co-facteurs, dont le premier à 

avoir été découvert chez les mammifères est la protéine Trans-activation response (TAR) 

RNA-binding protein (TRBP). Contenant 3 domaines de liaison à l’ARNdb, TRBP stimule 

l’activité catalytique de Dicer en précisant les sites de clivage des pré-microARN. La 

répression de TRBP mène à une diminution des niveaux de la protéine Dicer sans affecter 

ceux de son ARNm, suggérant un rôle stabilisateur de TRBP envers Dicer (Chendrimada et 

al., 2005), alors qu’un mutant tronqué de TRBP, caractérisé à partir d’une lignée cellulaire 

de cancer colorectal, réduit la biosynthèse des microARN (Melo et al., 2009). Cependant, 

selon une récente étude, une déplétion de TRBP dans des cellules HeLa n’induit aucune 

différence en ce qui concerne l’abondance de microARN matures, le chargement des 

microARN dans la protéine Ago ou encore la sélection du brin mature du microARN. La 

déplétion de TRBP affecte uniquement la précision du clivage par Dicer, ce qui pourrait 

toutefois avoir une influence importante sur les ARNm ciblés par les microARN en 

question (Kim et al., 2014). Un autre cofacteur de Dicer, la protéine Protein Activator of 

PKR (PACT), possède deux domaines de liaison à l’ARNdb et joue un rôle semblable à 

celui de TRBP dans la voie des microARN, en liant les protéines du complexe RISC, Dicer 

et Ago. La liaison de PACT à Dicer se fait via le même domaine que TRBP, soit le N-

terminal de Dicer (Lee et al., 2006), et la répression de PACT mène à une baisse de la 
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biogenèse des microARN qui s’apparente à celle provoquée par la répression de TRBP. 

Tout comme TRBP, PACT modifie le site de clivage de Dicer et entraîne la production 

d’isomiRs spécifiques capables de cibler un répertoire d’ARNm différents (Fukunaga et al., 

2012). En revanche, comme pour TRBP, la déplétion de PACT n’induit aucune différence 

sur l’abondance de microARN matures, le chargement des microARN dans la protéine Ago 

ou la sélection du brin mature du microARN (Kim et al., 2014), suggérant ainsi que 

d’autres facteurs, à ce jour inconnus, peuvent influencer la maturation des microARN. 

1.1.2.1.5 Formation du complexe RISC  

Le complexe effecteur des microARN est un complexe ribonucléoprotéique (RNP) appelé 

RISC. Il est composé minimalement d’une protéine Ago associée à un microARN mature 

(Mourelatos et al., 2002). Quatre protéines de la famille Ago (Ago1 à Ago4) participent à la 

voie des microARN. Ces protéines Ago contiennent 3 domaines conservés, PAZ, MID et 

PIWI, et un domaine N-terminal. Chez les mammifères, seule Ago2 possède un domaine 

PIWI capable de cliver l’ARNm cible du siRISC, grâce à une activité endonucléase de type 

RNase H. Le clivage de l’ARNm exécuté par Ago2 s’effectue alors au centre du duplex 

formé par la liaison parfaitement complémentaire entre l’ARNm cible et le siARN (Liu et 

al., 2004). 

Lorsque le pré-microARN est clivé, le duplex est d’abord orienté de manière à ce que celui-

ci puisse être incorporé à la protéine Ago, dans un complexe appelé pré-RISC. Cette étape 

d’incorporation du duplex au sein de la protéine Ago requiert un changement 

conformationel nécessitant l’hydrolyse d’ATP et la présence de protéines chaperonnes, 

appelées Heat shock cognate 70 kDa protein (Hsc70) et Heat shock 90 kDa protein 

(Hsp90) (Iwasaki et al., 2010). Suite au relâchement du duplex par Dicer, l’extrémité la 

plus stable est liée par TRBP2 et l’autre extrémité est liée par Ago (Preall and Sontheimer, 

2005; Tomari et al., 2004). Pour être chargé au sein de la protéine Ago, le duplex est 

présenté par ses extrémités 5’-phosphate et 3’-OH terminales de l’hélice d’ARN, et est lié 

par le domaine PAZ de la protéine (Meister et al., 2004). Dès lors débute le processus de 

sélection de brin, où un des brins sera dégradé et l’autre servira de guide pour l’étape 

suivante, i.e. l’inhibition de la traduction de l’ARNm cible (Matranga et al., 2005). Le 

choix du brin dépend de la stabilité thermodynamique du duplex. Généralement, le brin 
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dont l’extrémité 5’ est la plus instable sera choisi comme guide (Kwak and Tomari, 2012). 

Cependant, pour certains microARN tels que miR-24 ou miR-194, les deux brins sont 

retrouvés à des niveaux très similaires, alors que dans d’autres cas, le choix du brin mature 

dépend du type cellulaire et peut varier en fonction des conditions (Ro et al., 2007). Ceci 

implique donc que d’autres facteurs, à ce jour inconnus, peuvent influencer la sélection du 

brin mature. Pour aboutir à un complexe RISC mature fonctionnel, le brin passager doit 

ensuite être écarté. Cette élimination peut se faire soit par clivage endonucléolytique via 

Ago2, si les 2 brins sont parfaitement complémentaires (Matranga et al., 2005), soit par 

déroulement des 2 brins via le domaine N-terminal de la protéine Argonaute (Kwak and 

Tomari, 2012). La structure de la protéine Ago2 humaine en complexe avec un microARN 

a été récemment déterminée, révélant ainsi la conformation des différents domaines qui 

permet l’ancrage du microARN ainsi que le positionnement du domaine PIWI responsable 

de l’activité endonucléolytique de la protéine (Elkayam et al., 2012; Schirle and MacRae, 

2012). Ces travaux démontrent que l’extrémité 5’ phosphorylée du microARN est ancrée 

dans une poche basique du domaine MID, alors que l’extrémité 3’ interagit avec le domaine 

PAZ. Tout au long du microARN, ce sont les résidus hydroxyles du squelette de riboses, et 

non les bases azotées, qui sont en contact avec la protéine. Cet agencement permet 

l’exposition des bases azotées et explique le fait que l’interaction entre les microARN et la 

protéine Ago2 soit indépendante de la séquence du microARN (Ma et al., 2005).  

1.1.2.1.6 Source de variabilité des microARN 

Chez l’humain, on dénombre, à ce jour, 1881 pré-microARN et 2588 microARN matures, 

découverts principalement grâce aux méthodes de séquençage à haut débit 

(http://www.mirbase.org, Release 21, Juin 2014). Ces données doivent cependant être 

interprétées avec précaution car, depuis 2007, la majorité des entrées proviennent de 

séquençage à haut débit. Cette technique est très sensible pour détecter des produits de 

dégradation d’autres types d’ARN, ce qui a mené à l’annotation de nombreux nouveaux 

microARN de très faible abondance (Ha and Kim, 2014). Une étude réalisée sur la version 

14 de miRBase a d’ailleurs démontré que presqu’un tiers des loci testés n’ont pu être 

validés de façon expérimentale comme étant d’authentiques microARN (Chiang et al., 

2010). Les principaux critères à respecter pour définir un microARN sont: (i) une 

homogénéité en 5’ (bien que d’authentiques loci de microARN peuvent produire différents 

http://www.mirbase.org/
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isoformes), (ii) une abondance du nombre de séquences détectées, (iii) une conservation 

phylogénique, (iv) une signature de clivage par des RNases de type III, et (v) une preuve 

d’association avec une protéine Ago. 

Ceci étant dit, les microARN peuvent être modifiés par différentes enzymes, que ce soit au 

niveau du pri-microARN, du pré-microARN ou même du microARN mature. Ces 

modifications peuvent altérer à la fois leur biogenèse, leur fonction, leur stabilité, leur 

diversité ainsi que les effets qu’elles peuvent exercer.  

Ainsi, à la diversité des microARN s’ajoute, tout d’abord, l’existence d’isomiRs, qui 

correspondent à un microARN dont les extrémités sont décalées de 1-2 nt. Ces variations 

peuvent s’expliquer par un certain degré d’imprécision lié à la coupure effectuée par les 

RNases III Drosha et Dicer, qui amène une variation au niveau des extrémités 5’-P et 3’-

OH (Starega-Roslan et al., 2011; Wu et al., 2009; Zhou et al., 2012). En provoquant le 

décalage de la région seed du microARN de 1 ou 2 nt, les changements à l’extrémité 5’-P 

ont une plus grande conséquence. La répression par les complexes miRNP étant 

principalement basée sur la complémentarité de la région seed, ce changement affecte la 

spécificité du complexe en le redirigeant vers de nouveaux ARNm cibles. La déamination 

des adénosines en inosines par les enzymes adenosine deaminase acting on RNA (ADAR), 

via un phénomène appelé édition, que l’on retrouve dans environ 20% des pri-microARN, 

est un autre mécanisme qui augmente la diversité des microARN. L’inosine sera alors 

reconnue comme une guanosine, changeant ainsi la structure du pré-microARN ainsi que la 

cible du microARN mature (Kawahara and Mieda-Sato, 2012; Kawahara et al., 2007). 

D’autres enzymes capables d’ajouter des A ou des U en 3’, via des réactions d’adénylation 

et d’uridylation, peuvent aussi stabiliser ou déstabiliser le microARN, respectivement 

(Burroughs et al., 2010; Chiang et al., 2010). 

1.1.2.2 Les voies alternatives des microARN 
Des voies alternatives de la biogénèse des microARN, indépendantes des complexes 

Microprocesseur ou de maturation, ont été découvertes et sont résumées à la Figure 3.  

La biogenèse de microARN dérivant d’introns, dont la taille correspond à celle d’un pré-

microARN, est indépendante du complexe Microprocesseur. Une fois l’intron épissé et 
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libéré de sa structure en lasso par une enzyme de débranchement, les mirtrons peuvent être 

directement transférés au complexe de maturation Dicer•TRBP (Berezikov et al., 2007; 

Ruby et al., 2007).  

D’autres mirtrons, possédant une longue queue en 5’ ou en 3’, ont été découverts 

récemment chez l’humain et la souris. Bien que des exonucléases permettent de dégrader 

leur queue en 5’ ou en 3’, leur biogenèse est cependant dépendante des enzymes d’épissage 

(Ladewig et al., 2012).  

Toujours indépendamment du Microprocesseur, des ARN non-codants structurés (ex. ARN 

de transfert, ribosomaux, nucléolaires) peuvent également être clivés de manière à produire 

des microARN fonctionnels (Yang and Lai, 2011).  

Il existe aussi un pré-microARN qui n’est pas exporté par XPO5, soit pré-miR-320. Ce pré-

microARN, dont la formation est indépendante du complexe Microprocesseur et qui 

possède une coiffe en 5’, est exporté dans le cytoplasme par l’Exportine 1 (XPO1), pour y 

subir l’étape de maturation par Dicer et ne donner qu’un seul brin mature, soit le brin 3p 

(Xie et al., 2013).  

Enfin, il existe un microARN dont la biogenèse est indépendante de Dicer, soit miR-451. 

Le microARN mature est composé du brin 5’ de la tige, mais comprend également la 

boucle de son pré-microARN. Le pré-microARN de miR-451 présente une tige 

caractéristique de 17 nt, trop courte pour être clivée par Dicer, et dont l’appariement est 

quasi-parfait. Il est, par conséquent, directement incorporé au sein de la protéine effectrice 

Ago2. Grâce à son domaine endonucléase fonctionnel, Ago2 est capable de la cliver au 

centre du brin 3’, générant un ARN de 30 nt qui va donner naissance au microARN mature 

fonctionnel, suite à une nouvelle coupure réalisée par la ribonucléase PARN (Cheloufi et 

al., 2010; Cifuentes et al., 2010). 

Ainsi, même si la majorité des microARN sont dépendants des enzymes de biogenèse de la 

voie classique, d’autres voies alternatives existent et sont impliquées dans la biogenèse de 

microARN dont l’origine et/ou la structure diffèrent de ceux utilisant la voie classique.  
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Figure 3: Les voies alternatives de la biogénèse des microARN. 
Le pré-miR-320, indépendant du complexe Microprocesseur, est exporté par Exportine 1 
(XPO1) et ne donnera qu’un seul brin mature, le 3p. Les loci de mirtrons produisent des 
pré-microARN à partir de l’épissage d’introns très courts. D’autres mirtrons possèdent une 
queue en 5’ ou 3’ qui doit être clivée avant leur prise en charge par Dicer. Des snoARN ou 
ARNt peuvent également être clivés et ainsi produire des pré-microARN. Des pri-
microARN dépendants des Terminal uridyle transférase (TUTase) produisent des pré-
microARN possédant une extrémité protubérante en 3’ d’un seul nt, et qui doit donc être 
mono-uridylée pour pouvoir être liée et clivée efficacement par Dicer. Pré-miR-451 est 
directement produit par Drosha avant d’être exporté dans le cytoplasme puis chargé dans 
Ago2 indépendamment de Dicer. Le précurseur clivé par Ago2 sera ensuite fonctionnel 
suite à son clivage par la ribonucléase PARN. Figure tirée de Ha and Kim (2014). 
 

1.1.3 Fonction des microARN 
Les microARN incorporés au sein de complexes miRNP matures permettent la 

reconnaissance et la liaison des complexes sur des sites de liaison présents au sein des 

ARNm cibles. Dans l’iARN, la complémentarité parfaite du siARN avec le site de liaison 

sur l’ARNm permet à la protéine Ago2 de cliver l’ARNm entre les nucléotides 10 et 11 du 

brin guide, menant à la dégradation éventuelle du messager (Meister et al., 2004). Dans la 
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voie des microARN, où la complémentarité de base entre le microARN et son ARNm cible 

est imparfaite, le complexe miRNP peut induire plusieurs effets, dont la répression 

traductionnelle, la déstabilisation/dégradation de l’ARNm cible, mais également 

l’activation de la traduction. 

1.1.3.1 Appariement entre le microARN et l’ARNm cible 
Le premier nt en position 5’ des microARN permet leur ancrage au sein d’une protéine 

Ago, et n’est donc pas impliqué dans la reconnaissance des ARNm cibles (Ma et al., 2005). 

Tel qu’illustré à la Figure 4, dans la grande majorité des cas, les nucléotides 2 à 8, qui 

constituent une région-clé du microARN appelée seed, sont parfaitement complémentaires 

au site de liaison sur l’ARNm (Lewis et al., 2003). Le mésappariement des nucléotides 9 à 

11 a pour effet d’empêcher un clivage par Ago2, alors qu’un appariement complémentaire 

de la portion 3’ est parfois observé, permettant ainsi de renforcer l’interaction du complexe 

miRNP avec l’ARNm ciblé, notamment lorsque la région seed n’est pas parfaitement 

appariée. Par ailleurs, la présence d’un A ou U en 5’ de la séquence complémentaire au 

seed, et/ou d’un A en 3’ est fréquemment observée. Bien que des exemples de liaison dans 

les régions 5’UTR et codantes des ARNm soient de plus en plus fréquents, la plupart des 

sites de liaison des microARN sont situés dans le 3’UTR des ARNm cibles, et sont 

conservés d’une espèce à l’autre. Il s’agit le plus souvent de régions peu structurées, à 

proximité d’autres sites de liaison de complexes miRNP et/ou de domaines riches en A et 

U, tel que les séquences adenylate-uridylate-rich elements (ARE). Ils doivent se situer à au 

moins 15 nt de la fin de la séquence codante et, dans le cas de longs 3’UTR, à proximité de 

la fin de la séquence codante ou de la queue poly(A). Finalement, lorsque plusieurs sites 

sont positionnés à proximité sur un même ARNm, il peut y avoir coopération de la 

répression (Grimson et al., 2007).  
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Figure 4: Interaction du microARN avec son ARNm cible.  
La région critique de reconnaissance des microARN, la région seed, est composée des nt 2 
à 8 à partir de l’extrémité 5’ qui sont parfaitement complémentaires au site de liaison. Cette 
interaction est habituellement renforcée par une complémentarité supplémentaire de la 
portion 3’. Au niveau du site de liaison, un A ou U en 5’ de la région complémentaire au 
seed et/ou un A en 3’ sont des indices favorables quant à la possibilité de liaison du 
complexe miRNP. Les nt 9 à 11 ne sont pas complémentaires et forment un renflement 
(bulge) qui prévient un clivage par Ago2. Le site de liaison est majoritairement situé au 
niveau de la région 3’UTR des ARNm, à au moins 15 nt de la séquence codante. Figure 
tirée de Filipowicz et al. (2008).  
 

1.1.3.2 Répression de la traduction de l’ARNm cible 
La traduction des ARNm se divise principalement en 3 étapes, soit l’initiation, l’élongation 

et la terminaison. Bien que des études suggèrent que ces trois étapes peuvent être ciblées 

pour réprimer les ARNm, l’étape de l’initiation est privilégiée du fait qu’elle représente 

l’étape limitante de la traduction chez les mammifères. De plus, le fait que (i) l’utilisation 

d’une coiffe non-fonctionnelle diminue la répression par 2,5 fois (Humphreys et al., 2005), 

et que (ii) des ARNm qui possèdent un internal ribosome entry site (IRES) sont réfractaires 

à la répression par les microARN (Pillai et al., 2005) laissent croire que la répression par 

les microARN interfère avec le recrutement de facteurs d’initiation de la traduction. 

Outre Ago2, dont l’activité endonucléase n’est pas nécessaire pour la répression 

traductionnelle, le complexe miRNP contient d’autres facteurs nécessaires à la répression. 

Chez l’humain, les trois protéines de la famille de GW182 (TNRC6A/B/C) lient la protéine 

Ago par leur domaine en répétition de glycines et de tryptophanes (GW repeat) et sont 

essentielles à la répression traductionnelle (Eulalio et al., 2009; Eulalio et al., 2008). 

GW182 est essentielle à la fonction du complexe miRNP. Alors que son domaine N-
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terminal permet son association à la protéine Ago2, le domaine C-terminal sert de 

plateforme pour le recrutement des complexes et des protéines effectrices nécessaires pour 

la répression et la déstabilisation des ARNm ciblés (Fabian and Sonenberg, 2012). Le rôle 

effecteur de GW182 est démontré par la levée de la répression suite à la dissociation des 

protéines Ago et GW182, mais aussi par le fait que l’attachement direct de GW182 à un 

ARNm est suffisant pour induire la répression de ce messager (Eulalio et al., 2008; 

Lazzaretti et al., 2009). La circularisation des ARNm, qui est permise par l’interaction entre 

le complexe d’initiation de la traduction eIF4F, liant la coiffe, et la protéine Poly(A) 

binding protein 1 (PABP1), liant la queue poly(A), permet leur traduction active et prévient 

leur dégradation (Van Der Kelen et al., 2009). GW182, en interagissant avec PABP1 de 

manière compétitive, empêche sa liaison au complexe d’initiation eIF4F, permettant ainsi 

au complexe RISC de bloquer l’initiation de la traduction en inhibant la circularisation des 

ARNm (Zekri et al., 2009). 

1.1.3.3 Dégradation de l’ARNm cible 
Comme les siARN, les microARN peuvent mener à la dégradation des ARNm. Ce 

processus, qui requiert la présence d’un complexe miRNP sur un ARNm cible, est 

dépendant des protéines GW182 et Ago, qui vont permettre le recrutement de facteurs 

impliqués dans la déadénylation et l’enlèvement de la coiffe de l’ARNm (Zipprich et al., 

2009). GW182 permet le recrutement des protéines du complexe déadénylase CCR4-NOT1 

(carbon catabolite repression 4 – negative on TATA-less 1) et, grâce à son extrémité C-

terminale, elle interagit avec la protéine PABP, permettant ainsi l’étape de déadénylation 

(Behm-Ansmant et al., 2006). Ce recrutement pourrait consolider le blocage de l’initiation 

de la traduction (Fabian et al., 2009). L’action du complexe miRNP peut aussi conduire à 

l’enlèvement de la coiffe opéré par les enzymes DCP1-DCP2, une étape qui serait 

subséquente à la déadénylation de l’ARNm cible (Behm-Ansmant et al., 2006; Rehwinkel 

et al., 2005). Ainsi, tel qu’illustré à la Figure 5, la répression d’un ARNm cible par le 

complexe miRNP peut se faire via la répression de sa traduction ou par sa déstabilisation 

selon un mécanisme impliquant la déadénylation, l’enlèvement de la coiffe et la 

dégradation subséquente par des exonucléases. De récents travaux chez la drosophile et le 

poisson-zèbre suggèrent que ces deux mécanismes pourraient être consécutifs, la répression 
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traductionnelle précédant la déstabilisation de l’ARNm par le complexe miRNP (Bazzini et 

al., 2012; Djuranovic et al., 2012). 

 

Figure 5: Représentation schématique de la répression traductionnelle et de la 
dégradation des ARNm cibles par les microARN.  
(A) La traduction peut être inhibée durant ou après l’initiation. L’inhibition de l’initiation 
par le complexe miRNP (ou RISC) est provoquée par une interférence avec la 
reconnaissance de la coiffe et de eIF4F, ou le recrutement et la liaison des sous-unités 
ribosomales (40S ou 60S). La liaison de GW182 à la protéine poly(A)-binding protein 
(PABP) pourrait aussi empêcher la circularisation nécessaire à la traduction de l’ARNm. Le 
complexe RISC pourrait inhiber la traduction en empêchant l’élongation, via l’induction du 
ribosome drop-off ou en facilitant la dégradation de la chaine peptidique nouvellement 
synthétisée. (B) Les microARN peuvent induire la dégradation de leur ARNm cible. Suite à 
l’interaction directe entre GW182 et PABP, le complexe RISC interagit avec le complexe 
de déadénylation CCR4-NOT1 pour faciliter le retrait de la queue poly(A). Ensuite, les 
enzymes du complexe DCP1-DCP2 retirent la coiffe m7G en 5’. Ces étapes induisent la 
déstabilisation de l’ARNm cible et sa dégradation. Figure tirée de Fabian et al. (2010). 
 

1.1.3.4 Activation de la traduction 
L’action des microARN peut aussi, dans un contexte bien précis, mener à l’activation de la 

traduction de l’ARNm cible. Suite à une privation en nutriments chez les cellules, miR-10a 

peut se lier au 5’UTR de plusieurs ARNm codants pour des protéines ribosomales et 

stimuler leur traduction (Orom et al., 2008). De la même façon, le microARN hépatique 
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miR-122 induit la traduction de l’ARN du virus de l’hépatite C en se liant à deux sites de 

son 5’UTR (Henke et al., 2008). Suite au recrutement de Fragile X–related protein 1 

(FXR1) par le RISC, la liaison de miR-369-3p au 3’UTR de l’ARNm du TNF-α active sa 

traduction dans des cellules qui ne se divisent pas, alors qu’une répression de la traduction 

est observée lorsque les cellules sont en prolifération (Vasudevan et al., 2007). Ces 

observations suggèrent que la régulation de la traduction par le complexe miRNP peut 

osciller entre l’activation et la répression au cours du cycle cellulaire. 

1.1.3.5 Compartimentalisation de la voie des microARN 
Ces dernières années, plusieurs études ont remis en question l’idée que l’action des 

microARN se limitait au cytoplasme. Les premières études visant à identifier les 

compartiments où opèrent les microARN dans la cellule ont identifié de petites structures 

cytoplasmiques, les corps de dégradation (processing bodies, P-bodies ou GW-bodies), 

comme étant leur site d’action. La richesse des P-bodies en enzymes qui effectuent le 

décoiffage (DCP-1/DCP-2), la déadénylation (CCR4-NOT-1) et la dégradation des ARNm 

(XRN1), tout comme la présence d’ARNm réprimés, de microARN et des protéines du 

complexe miRNP, telles que Ago et GW182, ont amené à penser qu’il s’agit des corps 

subcellulaires où les microARN exercent leur fonction (Eystathioy et al., 2002; Liu et al., 

2005; Pillai et al., 2005; Sheth and Parker, 2003). D’autant plus que le degré de répression 

d’un ARNm corrèle avec sa présence dans les P-bodies. Par ailleurs, il est intéressant de 

noter que ces corps de dégradation sont aussi impliqués dans le stockage des ARNm, 

puisque des ARNm qui s’y trouvent, tel que Cationic Amino acid Transporter 1 (CAT-1), 

peuvent retourner vers les polysomes pour être traduits en protéines (Bhattacharyya et al., 

2006). Les granules de stress, qui sont des structures cytoplasmiques contenant certaines 

composantes de la voie des microARN, dont des complexes effecteurs Ago2microARN, 

ont également été proposées du fait de leur proximité avec les P-bodies, ce qui pourrait 

permettre l’échange de cargos ou de protéines entre les deux structures (Kedersha et al., 

2005; Leung et al., 2006). Plus tard, il a été démontré que des complexes miRNP ne sont 

pas inclus dans les P-bodies, mais sont plutôt associés aux corps multivésiculaires, ce qui 

pourrait permettre leur transfert au sein des exosomes (Gibbings et al., 2009). Cette étude, 

qui démontre l’implication de la voie des endosomes dans la répression des ARNm, 

suggère que les endosomes et/ou les corps multivésiculaires sont des sites d’accumulation, 
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voire même d’action, du complexe miRNP. Le réticulum endoplasmique rugueux (REr) a 

également été démontré comme étant le site de nucléation et d’action du complexe miRNP. 

En effet, la liaison du complexe miRNP aux protéines TRBP ou PACT, qui interagissent 

avec les protéines membranaires du RE, lui permet de se retrouver au niveau de REr, où il 

est fonctionnel (Stalder et al., 2013). Enfin, l’iARN a également été montrée comme étant 

fonctionnelle dans le noyau, où les protéines Ago2, Dicer, TRBP et GW182 forme des 

complexes multiprotéiques (Gagnon et al., 2014). La localisation des composantes de la 

voie des microARN dans différentes structures et organelles de la cellule, ainsi que dans le 

noyau, pourrait expliquer les différents mécanismes de répression des ARNm par les 

microARN.  

1.1.4 Régulation de la voie des microARN 

1.1.4.1 Régulation au niveau transcriptionnel 
De la même façon que les ARNm, également transcrits par l’ARN pol II, la biogenèse des 

microARN se retrouve sous le contrôle de facteurs de transcription. Ainsi, l’expression des 

microARN est modifiée en fonction des tissus et/ou des conditions environnementales. Par 

exemple, le suppresseur de tumeur p53 induit l’activation d’une famille de microARN (He 

et al., 2007), alors que le facteur oncogénique MYC peut activer ou réprimer plusieurs 

microARN impliqués dans l’apoptose et la survie cellulaire (Chang et al., 2008). 

Des mécanismes épigénétiques peuvent également réguler la transcription de gènes de 

microARN. Par exemple, la méthylation d’un locus de microARN induit une diminution de 

son expression, qui a pour conséquence de déréguler les niveaux d’expression de leurs 

ARNm cibles (Kozaki and Inazawa, 2012). 

1.1.4.2 Régulation au niveau post-transcriptionnel 

1.1.4.2.1 Régulation de la biogenèse des microARN par les protéines liant 
l’ARN 

En se liant directement au microARN ou à d’autres co-facteurs, les protéines liant l’ARN 

(RNA binding proteins, RBP) peuvent influencer la biogenèse des microARN. La protéine 

Lin-28 est un répresseur post-transcriptionnel de la biogenèse du microARN let-7. Au 

niveau du noyau, Lin-28 empêche Drosha de cliver le pri-let-7, alors que dans le 
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cytoplasme, elle empêche le clivage de pré-let-7 par Dicer en induisant l’uridylation de son 

extrémité 3’ (Heo et al., 2008; Viswanathan et al., 2008). Cependant, le microARN let-7, 

tout comme miR-125, est capable de réprimer l’expression de Lin-28, formant ainsi une 

boucle de rétroaction qui permet de réguler l’expression de let-7 indispensable à la 

différentiation des cellules souches neuronales (Rybak et al., 2008). En liant la boucle de 

pri-microARN et/ou de pré-microARN, d’autres protéines, telles que heterogeneous 

nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNPA1), KH-type splicing regulatory protein (KSRP) ou 

TAR DNA Binding protein 43 (TDP-43), peuvent inhiber ou stimuler leur clivage et donc 

leur biogénèse (Guil and Caceres, 2007; Kawahara and Mieda-Sato, 2012; Trabucchi et al., 

2011). Les hélicases p68 et p72 s’associent au complexe Microprocesseur et stimulent son 

activité, facilitant ainsi la maturation de nombreux microARN (Fukuda et al., 2007). Aussi, 

à la suite d’une cascade signalétique, l’hélicase p68 peut s’associer avec les protéines 

SMAD pour réguler les niveaux de miR-21 (Davis et al., 2008). 

1.1.4.2.2 Régulation des ARNm par les protéines liant l’ARN 

La liaison d’une RBP à proximité du site de liaison d’un complexe RISC peut favoriser ou 

défavoriser sa liaison à l’ARNm. C’est ainsi que des RBP liant le 3’UTR des transcrits sont 

impliquées dans la régulation de l’expression génique par les microARN. La protéine 

FMRP, issue de la famille Fragile X mental retardation (FMR), peut se lier à proximité du 

site de liaison de miR-125a sur l’ARNm codant pour la protéine post-synaptic density 

protein 95 (PSD-95) et y stabiliser le RISC, alors que la déphosphorylation de FMRP induit 

la déstabilisation du RISC, et lève ainsi la répression du gène par miR-125a (Muddashetty 

et al., 2011). De manière similaire, la protéine Hu antigen R (HuR) peut faciliter la liaison 

et amplifier l’action du RISC (Kim et al., 2009), ou empêcher sa liaison et favoriser la 

traduction de l’ARNm (Bhattacharyya et al., 2006). Aussi, en s’oligomérisant, la protéine 

HuR peut dissocier le RISC d’un ARNm cible et le protéger d’une répression par les 

microARN (Kundu et al., 2012). 

1.1.4.2.3 Modifications post-traductionnelles des protéines de la voie des 
microARN 

Les modifications post-traductionnelles des protéines de la voie des microARN sont 

indispensables à leur régulation, leur stabilité, leur localisation et leurs interactions 
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protéiques. Ainsi, la phosphorylation de Drosha par la glycogen synthase kinase 3β 

(GSK3β) permet sa localisation nucléaire (Tang et al., 2010), alors que la phosphorylation 

de DGCR8 par la kinase ERK augmente sa stabilité (Herbert et al., 2013). La déacétylation 

de DGCR8 stimule l’activité du Microprocesseur et augmente, de ce fait, son affinité pour 

les pri-microARN. Enfin, l’acétylation de Drosha augmente sa stabilité en empêchant son 

ubiquitination et sa dégradation subséquente par le protéasome (Tang et al., 2013). 

Concernant Dicer et ses co-facteurs, la phosphorylation de TRBP au niveau de quatre 

sérines par la kinase ERK, stabilise la protéine TRBP, mais aussi indirectement Dicer à 

laquelle elle est liée, ce qui accélère la maturation des pré-microARN par le complexe 

Dicer•TRBP (Paroo et al., 2009). Par ailleurs, suite à sa synthèse, Dicer transite à l’intérieur 

du RE, où elle peut être glycosylée et où son interaction avec la protéine cytoskeleton-

linking endoplasmic reticulum (ER) membrane protein of 63 kDa (CLIMP-63) la stabilise 

(Pepin et al., 2012). Concernant Ago2, l’hydroxylation d’une proline de son domaine PIWI 

augmente sa stabilité et permet sa localisation dans les P-bodies (Qi et al., 2008), alors que 

sa SUMOylation sur la lysine 402 déstabilise la protéine (Sahin et al., 2014). Selon la 

kinase et l’acide aminé visés, la phosphorylation de Ago peut induire sa localisation dans 

les P-bodies (Zeng et al., 2008), diminuer sa liaison à Dicer (Shen et al., 2013), augmenter 

la répression d’une cible (Horman et al., 2013), ou encore diminuer sa liaison aux petits 

ARN (Rudel et al., 2011). Enfin, les complexes impliqués dans la voie des microARN 

peuvent être dégradés par autophagie. En effet, la suppression des processus d’autophagie 

induit l’accumulation des protéines Ago2 et Dicer qui composent ces complexes, alors que 

l’activité des microARN endogènes est diminuée dans ces conditions. Ceci indique donc 

que les complexes RISC accumulés ne sont pas fonctionnels et que l’autophagie permettrait 

d’éliminer les complexes RISC non fonctionnels et le renouvellement de ceux-ci au sein de 

la cellule (Gibbings et al., 2012).  

1.1.5 Les microARN circulants 
Si on retrouve une majorité de microARN à l’intérieur des cellules où ils sont produits, on 

en retrouve également à l’extérieur des cellules, dans différents fluides biologiques tels que 

le sérum, le plasma, la salive, l’urine, le plasma séminal et le lait maternel (Chen et al., 

2008; Chen et al., 2010; Hanke et al., 2010; Kosaka et al., 2010; Lawrie et al., 2008; 

Mitchell et al., 2008; Park et al., 2009). Ces microARN, dits circulants, sont notamment 
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remarquables de par leur stabilité qui leur est conférée par les corps vesiculaires au sein 

desquels on les retrouve, ou leur incorporation au sein de complexes RNP, tel qu’illustré à 

la Figure 6. 

 

Figure 6: Les microARN circulants.  
Suite à leur maturation à l’intérieur de la cellule, les microARN peuvent être transportés par 
différentes voies vers le milieu extracellulaire. Les microARN peuvent se retrouver à 
l’intérieur de vésicules membranaires, telles que les exosomes, les microparticules (MPs ou 
shedding vesicles) ou les corps apoptotiques, associés à des lipoprotéines, telles que les 
HDL (High Density Lipoproteins), ou encore sous la forme de complexes RNP avec 
d’autres RBP, telles que Ago2 ou Nucléophosmine 1 (NPM1). Figure tirée de Chen et al. 
(2012). 
 

1.1.5.1 Les microARN circulants associés aux vésicules extracellulaires 
On peut retrouver des microARN circulants dans différents types de vésicules 

extracellulaires, telles que les exosomes, les MPs ou les corps apoptotiques. Ces vésicules 



 22 

diffèrent de par leur taille ou leur origine, tel que résumé dans le Tableau 1. Elles confèrent 

aux microARN une protection vis-à-vis des RNases présentes dans les différents fluides où 

on les retrouve et sont impliquées dans les communications intercellulaires grâce à leur 

capacité à livrer le matériel génétique qu’elles contiennent dans les cellules cibles. 

Tableau 1: Caractéristiques des différents types de vésicules extra-cellulaires.  

 

 

1.1.5.1.1 Les microARN dans les exosomes 

Les exosomes sont de petites vésicules membranaires (~ 30-100 nm de diamètre) d’origine 

endosomale qui sont sécrétées par la plupart des cellules. Issus du bourgeonnement interne 

de la membrane plasmique, les endosomes vont s’invaginer pour former des corps 

multivésiculaires dans lesquels les exosomes sont conservés comme vésicules 

intraluminales. Suite à une exocytose, les corps multivésiculaires vont fusionner avec la 

membrane plasmique et libérer leur cargo d’exosomes dans le milieu extracellulaire (Thery 

et al., 2002). 

En 2007, Valadi et ses collaborateurs ont été les premiers à démontrer que les exosomes, 

issus de mastocytes humains et murins, contiennent des microARN qu’ils sont capables de 

livrer à une cellule réceptrice où ils sont fonctionnels (Valadi et al., 2007). Suite à cette 

étude pionnière, plusieurs groupes ont démontré la capacité des exosomes à participer aux 

communications intercellulaires via leur contenu en microARN. C’est ainsi que des 

exosomes de cellules dendritiques diminuent l’expression de gènes rapporteurs dans leur 

cellule cible (Montecalvo et al., 2012), et que la livraison de miR-150 par des exosomes 

d’une lignée monocytique diminue les niveaux d’expression du facteur de transcription C-

Myb et augmente la migration des cellules cibles endothéliales HMEC-1 (Zhang et al., 

2010). De plus, des exosomes de cellules de cancer du sein, ainsi que ceux isolés à partir du 

sérum de patientes, contiennent les protéines Dicer, TRBP (et Ago 2) capables de cliver un 

Exosomes Microparticules Corps apoptotiques
Taille 30 - 100 nm 100 - 1 000 nm 1 000 - 4 000 nm
Sédimentation 100 000 g 20 000 g 16 000 g
Origine Corps multivésiculaires Membrane plasmique Fragments cellulaires
Libération Constitutive et/ou activation cellulaire Activation cellulaire et début d'apoptose Apoptose terminale
Marqueurs CD 9, CD 63, CD 81, LAMP1 Antigènes de surface de la cellule d'origine, PS Histones, PS
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pré-microARN en microARN mature, contrairement aux exosomes issus de cellules saines 

(Melo et al., 2014). Les exosomes de cellules cancéreuses altèrent le transcriptome de leur 

cellule cible de manière dépendante à Dicer et induisent leur conversion vers un phénotype 

oncogénique (Melo et al., 2014), suggérant que la présence de la protéine Dicer dans les 

exosomes pourrait servir de biomarqueur pour la détection de cancer. 

1.1.5.1.2 Les microARN dans les microparticules (MPs) 

Les MPs sont des vésicules d’origine membranaire dont la taille est comprise entre 100 et 

1000 nm de diamètre. Elles sont formées par bourgeonnement de la membrane plasmique 

suite à l’activation ou l’apoptose de nombreux types cellulaires, et expriment à leur surface 

des protéines et des récepteurs issus de leur cellule d’origine (Cocucci et al., 2009). La 

présence de microARN dans les MPs et leur capacité à jouer un rôle dans les 

communications intercellulaires ont été démontrés plus tardivement par rapport aux 

exosomes. En 2012, Diehl et ses collaborateurs démontrent que des MPs d’origines 

diverses telles que, plaquettes, lignée de monocytes (THP1) et human umbilical vein 

endothelial cell (HUVEC), contiennent des microARN dont le profil diffère de celui de la 

cellule d’origine et que ces MPs peuvent servir de moyen de transport aux microARN dans 

la circulation (Diehl et al., 2012). En effet, des MPs de macrophages sont capables de 

délivrer leur contenu en microARN à différents types de cellules cibles, telles que des 

monocytes, des cellules endothéliales, des cellules épithéliales ou encore des fibroblastes. 

De plus, miR-223 contenu dans ces MPs est fonctionnellement actif et induit la 

différenciation des monocytes receveurs en macrophages (Ismail et al., 2013). Enfin, les 

MPs de cellules endothéliales sont également capables de réguler l’expression des gènes et 

induisent la réparation de l’endothélium via la livraison de miR-126 fonctionnel aux 

cellules réceptrices (Jansen et al., 2013).  

1.1.5.1.3 Les microARN dans les corps apoptotiques 

Une dernière classe de vésicules extracellulaires, les corps apoptotiques, contient des 

microARN fonctionnels capables de réguler l’expression génique de cellules cibles. Les 

corps apoptotiques sont des vésicules d’origine membranaire dont la taille est comprise 

entre 1 et 4 µm. Ils sont produits par les cellules qui subissent une mort cellulaire par 
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apoptose et sont généralement éliminés par les phagocytes professionnels (Savill et al., 

1993). 

En utilisant un modèle de souris athérosclérotiques, Zernecke et ses collaborateurs ont 

démontré que les corps apoptotiques de cellules endothéliales, riches en miR-126, sont 

internalisés par les cellules vasculaires voisines. MiR-126 régule alors l’expression génique 

des cellules réceptrices et induit le recrutement de cellules progénitrices de la moelle 

osseuse au niveau des plaques athérosclérotiques, réduisant ainsi la taille des plaques et la 

progression de la maladie (Zernecke et al., 2009). 

Ainsi, les différents types de vésicules extracellulaires sont de véritables vecteurs capables 

de reprogrammer les cellules cibles suite à la livraison de leur contenu en matériel 

génétique, dont font partie les microARN. 

1.1.5.2 Les microARN circulants associés aux protéines  
Les microARN circulants ne sont pas exclusifs aux vésicules extracellulaires. En effet, 

plusieurs groupes ont démontré qu’une proportion non négligeable de microARN, si ce 

n’est supérieure à celle contenue dans les vésicules extracellulaires, se retrouve à l’extérieur 

des cellules sous la forme de complexes RNP, associés à Ago2, à NPM1 ou à des HDL 

(Arroyo et al., 2011; Tabet et al., 2014; Turchinovich et al., 2011; Vickers et al., 2011; 

Wang et al., 2010).  

Dans le plasma, une majorité de microARN circulants semble ainsi se retrouver sous la 

forme de complexes Ago2microARN (Arroyo et al., 2011; Turchinovich et al., 2011), 

alors que dans le milieu de culture de cellules, privées ou non de sérum, les microARN se 

retrouvent majoritairement associés à NPM1 ou Ago2, respectivement (Turchinovich et al., 

2011; Wang et al., 2010). Par ailleurs, le répertoire de microARN associés à Ago1 et à 

Ago2 diffère très fortement dans le plasma, alors qu’il est similaire dans des cellules 

spécifiques, suggérant que les microARN plasmatiques sont exportés par des types 

cellulaires différents (Turchinovich and Burwinkel, 2012). Toutefois, la capacité de ces 

microARN à participer aux communications intercellulaires n’a toujours pas été démontrée 

à ce jour, à l’inverse des microARN associés aux HDL. En effet, des HDL purifiés à partir 

de plasma de sujets sains contiennent des microARN qui peuvent être internalisés dans des 
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cellules cibles pour y réguler l’expression des gènes (Vickers et al., 2011). De la même 

manière, les HDL sont capables de livrer miR-223 dans des cellules endothéliales, afin d’y 

diminuer l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation, tel que l’InterCellular 

Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) (Tabet et al., 2014). 

1.1.6 Implications physiologiques et pathologiques des microARN 
La régulation de l’expression d’un gène par les microARN n’induit pas sa suppression 

totale, mais plutôt une régulation fine via la diminution de son expression ou, plus 

rarement, une augmentation de son expression. Selon des prédictions issues de la bio-

informatique, on estime qu’environ 60% des gènes codants chez l’humain sont sous le 

contrôle des microARN (Bartel, 2009). En effet, chaque microARN peut réguler plusieurs 

centaines de gènes, et un même gène peut être régulé par plusieurs microARN (Bartel, 

2009). Ainsi, il n’est pas surprenant que la quasi-totalité des processus physiologiques et 

pathologiques étudiés à ce jour soient régulés, de près ou de loin, par les microARN. Au 

niveau du cycle cellulaire, les microARN de la famille de miR-26, fortement exprimés dans 

les cellules quiescentes, inhibent des gènes impliqués dans la transition G1/S (Zhu et al., 

2012). MiR-21, surexprimé dans de nombreux cancers, possède un très fort potentiel 

oncogénique (Pan et al., 2010), et l’inhibition de la majorité de ses cibles, qui sont des 

suppresseurs de tumeurs, induit la prolifération cellulaire, la résistance à l’apoptose ainsi 

que l’invasion (Buscaglia and Li, 2011). L’induction par le suppresseur de tumeur p53 des 

microARN de la famille miR-34, jouerait un rôle prépondérant dans la sénescence et 

l’apoptose (He et al., 2007).  

Des expériences de délétion conditionnelle d’enzymes impliquées dans la biogenèse des 

microARN (DGCR8 et Dicer), ou de microARN spécifiques (cluster miR-290-295), ont 

démontré que les microARN sont impliqués dans l’embryogenèse et le développement des 

mammifères (Blakaj and Lin, 2008). Certains microARN, caractéristiques des cellules 

souches, participent au maintien de leur pluripotence (Marson et al., 2008), alors que 

d’autres favorisent leur différenciation (Melton et al., 2010). Les microARN peuvent aussi 

induire l’engagement vers un type cellulaire spécifique, comme cela a été étudié chez les 

cellules souches hématopoïétiques. Les cellules sanguines possèdent un répertoire de 

microARN qui leur est propre, et l’expression de certains microARN va engager les 
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progéniteurs vers une voie de différentiation spécifique. Ainsi, l’expression de miR-181 

induit la différentiation des progéniteurs vers les cellules de la lignée lymphoïde (Chen et 

al., 2004), alors que la formation des cellules myéloïdes est induite par miR-223 (Fazi et 

al., 2005). 

L’altération de l’expression des microARN, observée dans de nombreuses pathologies, 

reflète l’importance physiologique de la régulation post-transcriptionnelle de l’expression 

génique par les microARN. Ainsi, la dérégulation des niveaux de microARN dans les 

cancers a très rapidement été mise en évidence (Calin et al., 2004; Di Leva et al., 2014), 

tout comme leur rôle critique pour le bon fonctionnement du cerveau, où l’altération de leur 

expression ou la mutation de leurs sites de liaison contribuent à la progression des maladies 

neurodégénératives (Marti et al., 2010; Mouradian, 2012; Schonrock et al., 2012). Les 

microARN participent également à la régulation du système cardiovasculaire et du 

métabolisme, où leur altération a été associée à différentes pathologies (Ono et al., 2011; 

Rottiers and Naar, 2012).  

1.2 Les plaquettes sanguines 
Les plaquettes sanguines sont des éléments anucléés du sang dont la fonction principale est 

le maintien de l’hémostase. Elles sont également très importantes dans de nombreux 

processus physiopathologiques, tels que l’inflammation, la défense antimicrobienne de 

l’hôte, l’angiogenèse ou encore la croissance tumorale et les métastases. Comme mes 

travaux de thèse portent essentiellement sur les MPs, je me contenterai d’une description 

brève des plaquettes sanguines. 

1.2.1 Origine et structure des plaquettes chez l’humain 

1.2.1.1 Origine des plaquettes 

Les plaquettes sont produites dans la moelle osseuse au cours de la dernière étape de 

développement de leurs cellules progénitrices, les mégacaryocytes (megakaryocyte, MK) 

(Humphrey, 1955), tel qu’illustré à la Figure 7. Les MK sont eux-mêmes issus de la 

différenciation des cellules souches hématopoïétiques (Hematopoietic Stem Cells, HSC) en 

différentes cellules progénitrices, qui perdent peu à peu leur pluripotence pour se 
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spécialiser vers la lignée MK (Visser et al., 1984). Les mégacaryoblastes précoces vont 

alors proliférer, puis arrêter leur multiplication, avant d’entamer plusieurs cycles 

d’endomitose, mécanisme dans lequel l’ADN est d’abord répliqué avant une mitose 

incomplète qui ne donne pas naissance à deux cellules filles (Briddell et al., 1989). Les 

mégacaryoblastes se différencient ensuite en MK qui acquièrent progressivement une 

polyploïdie, jusqu’à 128N, caractéristique des cellules MK matures (Tomer et al., 1988). 

Au cours de leur maturation, la taille des MK augmente énormément pour atteindre 100 

µm. Le processus débute par une augmentation du volume de leur noyau, puis de leur 

cytoplasme. 

Les ARNm présents dans le cytoplasme sont alors massivement traduits pour permettre la 

production, en quantité suffisante, des protéines qui deviendront plaquettaires. Toutefois, 

plusieurs facteurs et protéines présents dans les plaquettes sont directement prélevés du 

milieu extracellulaire par les plaquettes et/ou les MK via des transporteurs spécifiques, 

comme pour la sérotonine (Humphrey and Toh, 1954), ou via un mécanisme d’endocytose, 

comme pour le fibrinogène (Raslova et al., 2003). La synthèse et l’incorporation des 

protéines plaquettaires, tout comme la formation des granules denses et alpha, débutent dès 

les stades précoces de maturation des MK. Ainsi, l’intégrine αIIbβ3 et des protéines 

présentes dans les granules alpha, telles que le facteur de von Willebrand (vWF) et le 

facteur plaquettaire 4 (platelet factor 4, PF4), sont synthétisées dès le stade diploïde et sont 

des marqueurs précoces de la différenciation en MK (Tomer, 2004). Dans un deuxième 

temps, un réseau complexe de membranes lipidiques se forme par invagination de la 

membrane plasmique. Ce réseau, appelé système de démarcation membranaire, constitue le 

réservoir nécessaire à la formation des membranes plaquettaires (Schulze et al., 2006). Les 

MK matures migrent ensuite dans des niches proches des vaisseaux médullaires, où ils 

produisent de longues extensions cytoplasmiques, appelées pré-pro-plaquettes qui pénètrent 

dans la circulation sanguine sous la forme de pro-plaquettes, où leur fragmentation mène à 

la libération des plaquettes (Hartwig and Italiano, 2003; Junt et al., 2007). Chez l’adulte, les 

cellules MK permettent la production de 1011 plaquettes par jour, dont la concentration 

physiologique moyenne est de 200-300 x 109 par litre de sang, et dont le renouvellement 

s’effectue tous les 8-9 jours (Hawker et al., 1980; Stenberg and Levin, 1989).  
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Le principal facteur de croissance permettant la différenciation des HSC en MK est une 

hormone appelée thrombopoïétine (TPO) (Bartley et al., 1994; de Sauvage et al., 1994). 

Cette hormone est produite de manière constitutive par le foie et son niveau plasmatique est 

directement régulé par les plaquettes, qui possèdent le récepteur myeloproliferative 

leukemia virus oncogene (cMPL) auquel la TPO peut se lier, et être dégradée. Ainsi, plus le 

nombre de plaquettes circulantes est élevé, plus la TPO est dégradée dans le plasma, ce qui 

permet la régulation directe du niveau de TPO en fonction de l’abondance plaquettaire 

(Scheding et al., 2002).  

 

Figure 7: Production et libération des plaquettes des cellules MK. 
(A-B) Les cellules MK immatures subissent plusieurs cycles d’endomitose nucléaire afin 
de supporter la synthèse d’organelles ainsi que la maturation et l’expansion cytoplasmique. 
(C) Les centrosomes se désassemblent et les microtubules migrent vers le cortex cellulaire. 
Un système de démarcation membranaire fournit le réservoir de membranes nécessaire à la 
croissance des pro-plaquettes. Les faisceaux de microtubules remplissent ensuite les 
pseudopodes formés par les MK. (D) Les microtubules s’allongent pour favoriser la 
formation de pro-plaquettes et transporter les organelles à leurs extrémités. La formation de 
pro-plaquettes continue à s’étendre à travers la cellule pendant que l’entortillement des 
microtubules amplifie l’extrémité des pro-plaquettes existantes. (E) Tout le cytoplasme des 
MK est converti en une masse de pro-plaquettes qui sont alors relâchées. Les mouvements 
des microtubules vont ensuite permettre la séparation des pro-plaquettes et la libération des 
plaquettes. Figure tirée de Thon and Italiano (2010). 
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1.2.1.2 Structure des plaquettes 

Les plaquettes, dont la taille est comprise entre 2 et 4 μm, ont une forme discoïdale assurée 

par la présence d’un réseau périphérique de microtubules (White, 1968), tel qu’illustré à la 

Figure 8. Les plaquettes sont, par ailleurs, caractérisées par de nombreuses invaginations de 

leur membrane plasmique, appelées système canaliculaire ouvert (open canalicular system, 

OCS), qui permettent les échanges avec le plasma (Escolar and White, 1991). Le 

cytosquelette des plaquettes est également constitué d’actine et de protéines contractiles, 

telle que la myosine, qui permet le changement de forme subséquent à l’activation (Bearer 

et al., 2002). 

Dépourvues de noyaux, les plaquettes contiennent cependant des organelles, telles que des 

lysosomes, des mitochondries et un réticulum endoplasmique appelé système tubulaire 

dense (dense tubular system, DTS). Ce dernier est impliqué dans le stockage du calcium 

intracellulaire et la production de lipides bioactifs, tel que le thromboxane A2 (TXA2) 

(Cutler et al., 1978; Gerrard et al., 1978). Les plaquettes contiennent aussi deux types de 

granules sécrétées lors de leur activation, soient les granules alpha et les granules denses. 

Les granules denses contiennent essentiellement de petites molécules non-protéiques, telles 

que des nucléotides (e.g., ATP, ADP, GTP, GDP), des amines (e.g., sérotonine, histamine) 

et des ions inorganiques (e.g., calcium, magnésium, pyrophosphate) (Rendu and Brohard-

Bohn, 2001), alors que les granules alpha contiennent une grande diversité de protéines 

(Maynard et al., 2007). Parmi ces protéines, on retrouve notamment, des protéines 

impliquées dans l’adhésion plaquettaire (e.g., vWF, fibronectine, vitronectine, 

thrombospondine), des facteurs spécifiques des plaquettes (e.g., PF4), des facteurs de 

croissance ou mitogéniques (e.g., Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Vascular 

Endothelium Growth Factor (VEGF), Insulin-like Growth Factor (IGF), interleukine 1 béta 

(Il-1β), TGF-β), et des facteurs de coagulation (e.g., facteur V, fibrinogène). Il existe 

différentes sous-populations de granules alpha dont la sécrétion est sélective et dépend du 

stimulus utilisé pour l’activation plaquettaire (Italiano and Battinelli, 2009). Ces granules 

sont contenues dans des structures membranaires, et leur sécrétion permet l’exposition de 

nouvelles protéines à la surface des plaquettes, telles que la P-sélectine, qui est utilisée 
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comme marqueur de l’activation plaquettaire (McEver and Martin, 1984) et qui est 

impliquée dans la liaison des plaquettes aux leucocytes (McEver, 1991).  

 

Figure 8: Structure d’une plaquette. 
Morphologie d’une plaquette non activée par microscopie électronique. Un réseau de 
microtubule encercle le cytoplasme de la plaquette afin de maintenir sa forme discoïdale. 
On y retrouve également des organelles, telles que des mitochondries, des granules et un 
système canaliculaire ouvert. Figure tirée de Semple et al. (2011). 
 

1.2.2 Fonction des plaquettes 
Les plaquettes ont pour principale fonction de maintenir l’hémostase. Elles assurent le 

maintien de l’intégrité du réseau vasculaire lors de lésions vasculaires ou endothéliales. 

Sous des conditions physiologiques normales, les plaquettes circulent à proximité de 

l’endothélium sans y adhérer grâce aux propriétés antiadhésives des cellules endothéliales 

non activées. Suite à une lésion, les plaquettes vont adhérer, recouvrir la surface lésée et 

former un bouchon hémostatique, permettant ainsi l’arrêt de l’hémorragie. Ce processus 

dépend de la capacité d’adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale ainsi que de 
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leur capacité à subir des changements morphologiques et biochimiques rapides pour 

supporter l’agrégation et une activation locale de la cascade de coagulation. 

1.2.2.1 Le recrutement des plaquettes 
À la suite d’un dommage au niveau de la paroi vasculaire, les protéines de la matrice sous-

endothéliale, très réactives aux plaquettes, telles que le collagène, le vWF, la fibronectine 

ou la laminine, vont être exposées à la circulation sanguine et immédiatement être engagées 

par des récepteurs spécifiques à la surface des plaquettes. La contribution des ligands et 

récepteurs spécifiques permettant l’adhésion des plaquettes dépend des conditions du flux 

sanguin. Lorsque les contraintes de forces de cisaillement sont importantes, comme dans 

les artérioles ou dans le cas de sténose, le vWF est essentiel dans le recrutement des 

plaquettes (Savage et al., 1996). La fonction d’attachement du vWF sous-endothélial 

dépend de l’interaction de son domaine A1 avec la glycoprotéine Ib (GPIb) plaquettaire 

du complexe GPIb-V-IX (Ruggeri, 1999). Si le vWF circulant dans le plasma a une 

capacité de liaison à GPIb limitée, une fois immobilisé sur le collagène sous-endothélial, 

le vWF fournit une surface linéaire de domaines A1 qui vont faciliter la liaison de multiples 

récepteurs GPIb (Barg et al., 2007; Siedlecki et al., 1996). Cependant, la liaison entre le 

vWF et GPIb a un taux de dissociation rapide incapable de supporter l’adhésion stable des 

plaquettes, qui nécessite donc la contribution d’autres interactions ligands-récepteurs. 

1.2.2.2 L’adhésion et l’activation des plaquettes 
Une fois attachées au site de lésion, les plaquettes adhèrent de façon stable au collagène et à 

d’autres macromolécules de la matrice. La liaison des plaquettes au collagène se fait par la 

liaison avec la glycoprotéine VI (GPVI) (Moroi et al., 1996) et l’intégrine 21 (Santoro, 

1986), alors que la fibronectine et la laminine engagent les intégrines 51 et 61, 

respectivement (Ruggeri, 2009). La GPVI est le récepteur principal du collagène et son 

engagement va permettre le flux de calcium intracellulaire nécessaire à l’adhésion stable 

des plaquettes, à la réorganisation du cytosquelette, à l’activation de l’intégrine IIbIII et à 

la libération d’agonistes solubles par les plaquettes (Clemetson, 2012). Une fois bien 

adhérées, les plaquettes subissent une série complexe de changements biochimiques et 

morphologiques qui conduisent à la libération du contenu de leurs granules, riches en 
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agonistes plaquettaires, ainsi qu’à l’activation de l’intégrine IIbIII. L’activation de 

l’intégrine αIIbβIII augmente son affinité pour ses ligands, tels que le vWF (Ruggeri et al., 

1982) et le fibrinogène (Marguerie et al., 1979), dont la liaison va permettre l’agrégation 

des plaquettes (Holmback et al., 1996). 

1.2.2.3 L’amplification de l’activation par les agonistes solubles 
La génération et la libération d’agonistes plaquettaires solubles au niveau de la lésion du 

tissu sont indispensables à l’activation des plaquettes. Parmi ces agonistes, on retrouve le 

TXA2, synthétisé à partir de l’acide arachidonique via la cyclooxygénase (COX) et la 

thromboxane synthase, ainsi que l’ADP, qui est libéré par les granules denses des 

plaquettes (Semple et al., 2011). Ces agonistes endogènes peuvent agir de manière 

autocrine ou paracrine pour soutenir l’activation des plaquettes et la formation du thrombus 

en engageant des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G, à savoir P2Y1 (Jin et al., 

1998) et P2Y12 (Hollopeter et al., 2001) pour l’ADP ou les récepteurs TP et TP pour le 

thromboxane (Huang et al., 2004). 

1.2.2.4 La cascade de la coagulation et la génération de thrombine 
La cascade de la coagulation permet de stabiliser et de propager le clou plaquettaire en 

maintenant un environnement qui favorise l’agrégation, permettant ainsi la formation du 

réseau de fibrine. Cette cascade est une succession de réactions enzymatiques qui est initiée 

par le facteur tissulaire (Tissue Factor, TF) et se déroule en parallèle de l’activation 

plaquettaire (Maly et al., 2007). Le TF active le facteur VII, qui va ensuite activer les 

facteurs IX et X, permettant la génération de thrombine, l’activation plaquettaire et la 

formation d’un réseau de fibrine. La cascade de la coagulation permet ainsi une 

amplification à l’origine de la production massive et rapide d’une grande quantité de 

thrombine nécessaire à la formation du réseau de fibrine (Davie and Ratnoff, 1964). Les 

interactions entre les plaquettes et la cascade de la coagulation sont multiples. En effet, la 

cascade de la coagulation permet l’activation des plaquettes par la génération de thrombine, 

alors que certains éléments sécrétés par les plaquettes activées sont impliqués dans la 

cascade de la coagulation. 
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La thrombine est une protéase à sérine qui est un puissant agoniste plaquettaire. Chez 

l’humain, elle active les plaquettes en engageant des récepteurs spécifiques couplés aux 

protéines G, PAR1 et PAR4, qui sont activés suite à leur clivage par la thrombine (Brass, 

2003). Dans le sang, la thrombine est présente sous sa forme inactive, la prothrombine. Le 

déclenchement de la cascade de la coagulation mène au clivage de la pro-thrombine, par le 

complexe pro-thrombinase, en thrombine, qui est la protéase effectrice de cette cascade 

(Steffel et al., 2006). La thrombine réalise alors la conversion, par protéolyse, du 

fibrinogène soluble en fibrine (Bailey et al., 1951), qui polymérise ensuite en un réseau 

insoluble et permet la formation d’un thrombus stable.  

1.2.2.5 Contrôle de la croissance du thrombus et fibrinolyse 
La formation d’un thrombus doit être localisée et contrôlée afin de ne pas propager la 

réponse hémostatique dans tout le vaisseau sanguin et ainsi provoquer son obstruction. La 

croissance du thrombus et sa propagation sont ainsi limitées par différents systèmes qui 

inhibent l’activation plaquettaire et la coagulation.  

Tout d’abord, pour empêcher l’activation des plaquettes dans les régions distales, les 

cellules endothéliales non-activées sécrètent différentes molécules de manière constitutive, 

telles que la prostacycline (prostaglandin I2, PGI2) et le monoxyde d’azote (NO), qui sont 

de puissants inhibiteurs de la fonction plaquettaire (Jones et al., 2012). Par ailleurs, pour 

empêcher une coagulation excessive au niveau de la lésion, des inhibiteurs de la 

coagulation sont activés par la cascade elle-même. C’est notamment le cas de la protéine C, 

activée par clivage protéolytique par la thrombine (Stearns-Kurosawa et al., 1996), qui va 

limiter la production de thrombine en clivant différents facteurs de la cascade de la 

coagulation (Lu et al., 1996). Enfin, la croissance du thrombus est limitée par la fibrinolyse, 

qui correspond à la lyse du réseau de fibrine par la plasmine (Cesarman-Maus and Hajjar, 

2005). Cette enzyme circule dans le plasma sous forme de plasminogène, et son activation 

protéolytique est réalisée par deux protéases qui sont le tissue Plasminogen Activator (tPA) 

et l’urokinase. 
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1.2.3 Transcriptome et microARN des plaquettes 
Dépourvues de noyaux, les plaquettes n’ont, par conséquent, pas d’ADN génomique à 

transcrire en ARN. Néanmoins, les plaquettes ont un transcriptome important, directement 

hérité des MK, qui représente environ 30 % des gènes étudiés à ce jour chez l’humain 

(Rowley et al., 2011). De plus, les plaquettes contiennent des protéines et des ARN 

ribosomaux, des facteurs d’initiation de la traduction (Rosenwald et al., 2001), un 

spliceosome fonctionnel (Denis et al., 2005), un réticulum endoplasmique et des ribosomes 

leur permettant de synthétiser des protéines de novo à partir des ARNm qu’elles 

contiennent (Booyse and Rafelson, 1968; Kieffer et al., 1987; Warshaw et al., 1967). Ainsi, 

il n’est guère surprenant que la comparaison des analyses transcriptomiques et 

protéomiques des plaquettes démontrent que le transcriptome plaquettaire est un reflet 

fidèle de son protéome (McRedmond et al., 2004). 

Par ailleurs, notre équipe a démontré que les plaquettes humaines contiennent une quantité 

abondante et diversifiée de microARN matures (Landry et al., 2009). Cette étude a 

également révélé la présence, dans les plaquettes, de plusieurs protéines cytoplasmiques de 

la voie des microARN, telles que Dicer, TRBP, Ago2 et FMRP, mais, surtout, que les 

protéines Ago2 et Dicer sont fonctionnelles in vitro. Suite à cette étude, la présence de 

microARN dans les plaquettes fut confirmée par d’autres équipes de recherche (Nagalla et 

al., 2011; Osman and Falker, 2011; Stratz et al., 2012) et le profil des microARN 

plaquettaires a corrélé avec leur réactivité (Nagalla et al., 2011) ainsi que diverses 

pathologies, telles que la thrombocytémie essentielle (Xu et al., 2012), ou les cardiopathies 

coronariennes (Sondermeijer et al., 2011). 

Il est également intéressant de noter, qu’indépendamment de l’état d’activation des 

plaquettes, environ la moitié des microARN sont associés à la protéine Ago2, dont certains 

peuvent réguler la traduction d’ARNm plaquettaires (Corduan et al., 2015). Enfin, une 

autre étude de notre équipe a détecté la présence de plus de 500 microARN matures dans 

les plaquettes, grâce à une technique de séquençage de petits ARN (small RNA-Seq) (Ple et 

al., 2012a). Dans les plaquettes, les microARN portent, à leur extrémité 3’, des 

modifications transcriptionnelles, tels que l’uridylation ou l’adénylation. On retrouve 

également de nombreux isomiRs, dont certains sont parfois présents en quantité plus 
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importante que le microARN de référence entré dans miRBase. Tout cela révèle l’existence 

d’un répertoire complexe et diversifié de microARN dans les plaquettes humaines. 

1.2.4 Activation des plaquettes et libération de microparticules 

L’activation des plaquettes induit une variété de réponses cellulaires, dont le changement 

de leur forme, la translocation des glycoprotéines membranaires, la sécrétion du contenu de 

leurs granules, ou encore la formation et la libération de microvésicules, incluant les 

exosomes et les MPs. 

Les MPs, de taille hétérogène comprise entre 0.1 et 1 µm de diamètre, sont libérées par les 

plaquettes suite à leur activation, mais aussi au cours du vieillissement de la plaquette, au 

début de l’apoptose (Beyer and Pisetsky, 2010; Wolf, 1967). La libération de MPs fait suite 

à l’activation des plaquettes par des agonistes physiologiques, tels que la thrombine, le 

collagène, l’ADP et d’autres (Aatonen et al., 2014). Les MPs originent du bourgeonnement 

de la membrane, qui forme des protrusions qui vont ensuite se désolidariser pour libérer les 

MPs, tel qu’illustré à la Figure 9. Suite à l’activation, l’augmentation du calcium 

intracellulaire est une étape essentielle dans le processus de libération de MPs qui va 

affecter, de manière plus ou moins directe, l’activité d’enzymes responsables du maintien 

de la structure du cytosquelette et de l’architecture des lipides membranaires, telles que la 

calpaïne, la gelsoline, les flippases, les floppases et les scramblases (Fox et al., 1990; Piccin 

et al., 2007). Suite à l’action de la gelsoline, les microfilaments d’actine vont être 

accessibles pour un réarrangement du cytosquelette et la calpaïne va ensuite dégrader ces 

filaments ainsi que des protéines de liaison à l’actine pour permettre la libération de MPs 

(McLaughlin et al., 1993). Par ailleurs, l’augmentation de calcium intracellulaire inhibe les 

flippases, qui maintiennent la phosphatidylsérine (PS) à l’intérieur de la membrane 

plasmique, et active les floppases et scramblases, qui catalysent le mouvement de la PS 

vers l’extérieur et la redistribution non spécifique des phospholipides membranaires, 

respectivement, favorisant ainsi la libération de MPs (Zwaal et al., 1993). 
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Figure 9: Libération de MPs par les plaquettes 
Morphologie d’une plaquette activée par microscopie électronique. Les protrusions 
cytoplasmiques induites par l’activation se désolidarisent de la membrane plasmique pour 
permettre la libération de MPs par bourgeonnement. Figure tirée de Boilard et al. (2010). 
 

1.2.5 Implications physiologiques et pathologiques des plaquettes 
Bien que le maintien de l’hémostase soit la fonction primaire des plaquettes, ces dernières 

années, de nombreuses fonctions non-hémostatiques leurs ont été attribuées. Les plaquettes 

représentent le second sous-type cellulaire dans la circulation en terme d’abondance, ce qui, 

avec leur petite taille, leur permet d’exercer leur rôle de sentinelles dans le maintien de 

l’intégrité vasculaire et contre les infections (Ruggeri, 2009). En effet, les plaquettes sont 

les premières cellules, mais aussi les plus nombreuses, à arriver aux sites d’infections 

intravasculaires, où elles jouent un rôle central dans la reconnaissance d’invasion 

microbienne (Vieira-de-Abreu et al., 2012). Grâce à leurs nombreux récepteurs 

immunitaires, tels que les récepteurs Fc et les récepteurs Toll like (TLR), les plaquettes 

participent à la défense immunitaire de l’hôte suite à une infection par des bactéries, des 

parasites, des virus, ou des champignons (Semple et al., 2011). De plus, les plaquettes sont 

la principale source de CD40L circulant (Heeschen et al., 2003), un modulateur important 

de l’immunité adaptative, et activent ainsi plusieurs types cellulaires impliqués dans la 

réponse immunitaire, tels que les cellules dendritiques ou les lymphocytes T naïfs (Elzey et 

al., 2011). 
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Les plaquettes sont aussi grandement impliquées dans l’inflammation. Suite à leur 

activation, les plaquettes libèrent des substances bioactives qui altèrent les propriétés 

chimiotactiques et adhésives de l’endothélium et induisent ainsi le recrutement, l’activation 

et la transmigration des monocytes et autres leucocytes vers le site inflammatoire (Gawaz et 

al., 2005), un phénomène qui amplifie l’inflammation. Ainsi, en plus d’être impliquées 

dans la stimulation de l’athérogénèse (Lievens and von Hundelshausen, 2011; Massberg et 

al., 2002), les plaquettes contribuent également à l’athérothrombose en augmentant 

l’instabilité des plaques d’athérosclérose (Schonbeck and Libby, 2001). Les plaquettes sont 

également impliquées dans l’arthrite rhumatoïde, où leur activation par la GPVI amplifie 

l’inflammation (Boilard et al., 2010), le Transfusion-related acute lung injury (TRALI) où 

elles activent les neutrophiles et induisent la formation de Neutrophil Extracellular Traps 

(NET) (Caudrillier et al., 2012), ou la septicémie (sepsis), où leur activation va contribuer 

au disfonctionnement de certains organes (Levi, 2005). Enfin, les plaquettes sont 

impliquées dans le cancer, où elles jouent un rôle clé dans la progression des tumeurs et des 

métastases (Gay and Felding-Habermann, 2011). 

1.3 Les microparticules de plaquettes 
Les MPs sont une classe de vésicules extracellulaires qui sont divisées en trois groupes (tel 

qu’illustré à la figure 10) en fonction de leur taille, de leur composition et du mécanisme 

menant à leur formation. N’ayant travaillé qu’avec des MPs, en particulier des MPs de 

plaquettes, je me contenterai d’introduire uniquement ces dernières dans la partie qui va 

suivre. 
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Figure 10: Formation et libération des différents types de vésicules extracellulaires. 
Les microparticules ont une taille hétérogène comprise entre 0.1 et 1 µm, et sont formées 
par bourgeonnement de la membrane plasmique suite à l’activation ou l’apoptose des 
cellules. Les corps apoptotiques sont les plus grosses vésicules, avec une taille variant entre 
1 et 4 µm de diamètre. Ils représentent le stade terminal des cellules apoptotiques et sont 
issus de la fragmentation de ces dernières. Les exosomes sont les plus petites vésicules 
extracellulaires avec une taille comprise entre 30 et 100 nm de diamètre. Ils sont formés par 
l’invagination des membranes endosomales et localisés dans les corps multivésiculaires, 
avant d’être libérés à l’extérieur de la cellule par exocytose suite à la fusion des corps 
multivésiculaires avec la membrane plasmique de la cellule. Figure tirée Beyer and 
Pisetsky (2010). 
 

1.3.1 Définition et généralités 
Les MPs sont des vésicules extracellulaires dont la taille est comprise entre 100 et 1000 nm 

de diamètre et dont la composition dépend du stimulus et de la cellule d’origine. Elles sont 

formées par bourgeonnement de la membrane plasmique suite à l’activation ou l’apoptose 

de la plupart des cellules (Cocucci et al., 2009). Ainsi, les MPs expriment les mêmes 
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antigènes de surface que leur cellule d’origine, ce qui permet de déterminer leur 

provenance. Par ailleurs, bien que la phosphatidylsérine (PS) soit considérée comme un 

marqueur des MPs (Gyorgy et al., 2011a), plusieurs études ont également décrit l’existence 

de MPs n’exprimant pas la PS en surface (Connor et al., 2010), une caractéristique qui 

pourrait leur permettre une plus longue durée de vie dans la circulation. 

1.3.2 Mécanismes de formation des microparticules 
La formation des MPs implique deux mécanismes principaux: le réarrangement des 

phospholipides membranaires et le réarrangement du cytosquelette d’actine (Morel et al., 

2011). 

1.3.2.1 Le réarrangement des phospholipides membranaires 
À l’état basal, la phosphatidylcholine et la sphingomyéline sont situées essentiellement au 

niveau du feuillet externe de la membrane plasmique, alors que la PS et la 

phosphatidyléthanolamine, sont situées essentiellement au niveau du feuillet interne 

(Zachowski, 1993). La migration passive des phospholipides d’un feuillet à un autre est 

lente et requiert différentes protéines (Zwaal and Schroit, 1997). 

Dans les cellules quiescentes, l’asymétrie lipidique est maintenue par une translocase 

appelée flippase (Daleke and Huestis, 1985). Ainsi, lorsque la PS ou la 

phosphatidyléthanolamine apparaissent au niveau du feuillet externe de la membrane 

plasmique, la flippase les relocalise vers le feuillet interne. La flippase est inhibée par une 

augmentation de la concentration de calcium intracellulaire (Tilly et al., 1990) et, de ce fait, 

son activité est régulée lors de l’activation cellulaire ou l’apoptose, deux situations dans 

lesquelles la concentration de calcium intracellulaire augmente et où la PS est présente au 

niveau du feuillet externe de la membrane plasmique. La floppase, une autre translocase, 

est, quant à elle, impliquée dans le mouvement de la PS du feuillet interne vers le feuillet 

externe de la membrane plasmique (Connor et al., 1992). Elle est responsable de la rupture 

de l’asymétrie lipidique de la membrane plasmique lorsque la cellule est activée ou devient 

apoptotique. Enfin, une troisième protéine appelée scramblase, également activée par une 

augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, permet le transport 

bidirectionnel des phospholipides membranaires (Zhou et al., 1997). L’action de la 
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scramblase induit une migration des phospholipides dans la direction opposée à leur 

gradient et donc, comme pour la floppase, compromet l’asymétrie lipidique de la membrane 

plasmique des cellules activées ou apoptotiques. 

L’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, associée à l’activation 

cellulaire et/ou à l’apoptose, inhibe la flippase et active la floppase et la scramblase. Cela 

perturbe l’asymétrie lipidique de la membrane plasmique et mène à l’expression de la PS 

au niveau du feuillet externe. Par ailleurs, l’expression de la PS au niveau du feuillet 

externe de la membrane plasmique favorise le bourgeonnement de la membrane plasmique 

et donc la formation de MPs (Morel et al., 2011). 

Si l’exposition de la PS à la surface de la membrane plasmique semble nécessaire à la 

formation des MPs, la composition des phospholipides membranaires est également 

importante. En effet, la quantité de phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) dans la 

membrane plasmique des plaquettes régule la formation des MPs. Une diminution de la 

quantité de PIP2 induit une formation de MPs, alors qu’une augmentation de sa 

concentration inhibe la production de MPs par le collagène, la thrombine ou le calcium 

ionophore (O'Connell et al., 2005). 

1.3.2.2 Le réarrangement du cytosquelette d’actine 
En plus du réarrangement des phospholipides membranaires, la formation de MPs, 

nécessite également un réarrangement du cytosquelette d’actine. En effet, dans des 

plaquettes stimulées, le clivage de protéines assurant la liaison entre le cytosquelette 

membranaire et la membrane plasmique induit la formation de MPs, alors que l’inhibition 

de la calpaïne, responsable du clivage de ces protéines de liaison en réponse à une 

augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, inhibe la production de MPs 

(Fox et al., 1990). Dans d’autres types cellulaires, le détachement du cytosquelette d’actine 

corticale de la membrane plasmique est également associé à la formation de MPs (Keller et 

al., 2002; Knowles et al., 1997). 

Par ailleurs, la formation de MPs pendant les stades précoces de l’apoptose est associée à 

l’activation de la protéine Rho Kinase I (ROCK I), suite au clivage de son domaine 

inhibiteur par une caspase 3 activée (Coleman et al., 2001; Sebbagh et al., 2001). 
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Dépourvue de son domaine inhibiteur, ROCK 1 n’est plus régulée et permet la 

phosphorylation des chaines légères de la myosine, ce qui a pour effet la contraction des 

filaments d’actines, le détachement du cytosquelette de la membrane plasmique et donc la 

formation de MPs.  

L’importance de la concentration en PIP2 pour la formation de MPs est liée au fait que le 

PIP2 renforce la liaison entre la membrane plasmique et le cytosquelette. En effet, le PIP2 

lie de nombreuses protéines de liaison à l’actine, telles que la -spectrine (Hyvonen et al., 

1995), la moesine (Tsukita and Yonemura, 1999) et l’-actinine (Fukami et al., 1992), 

assurant ainsi la liaison entre la membrane plasmique et le cytosquelette. Ainsi, lors de 

l’activation cellulaire, la calpaïne clive les kinases responsables de la formation du PIP2 

(O'Connell et al., 2005). Ceci a pour effet de diminuer la concentration membranaire en 

PIP2 et, par conséquent, la force d’interaction entre la membrane plasmique et le 

cytosquelette pour favoriser la formation de MPs. 

1.3.3 Élimination des microparticules circulantes 
L’exposition de PS à leur surface pourrait être un prérequis à l’élimination des MPs 

circulantes, une hypothèse qui est soutenue par le fait que le sang de sujets sains, qui ont un 

système d’élimination intact, contient des MPs qui sont majoritairement PS négatives 

(Laresche et al., 2014). De plus, l’exposition de PS pourrait être un signal d’élimination 

pour les phagocytes équipés de récepteurs spécifiques à la PS (Fadok et al., 1992).  

La lactadhérine, une glycoprotéine sécrétée par les macrophages, semble jouer un rôle 

important dans l’élimination des MPs circulantes (Dasgupta et al., 2009). En effet, elle 

augmente la phagocytose de MPs de plaquettes par les macrophages, de manière 

concentration dépendante. D’ailleurs, les souris déficientes en lactadhérine ont un plus 

grand nombre de MPs circulantes suite à la diminution de leur phagocytose par les 

macrophages de la rate. En fait, la lactadhérine servirait de pont entre la PS à la surface des 

MPs et les intégrines des macrophages afin de faciliter leur phagocytose. La 2-

glycoprotéine I, une protéine plasmatique, agit de la même manière et facilite ainsi la 

phagocytose de MPs de plaquettes par les macrophages (Abdel-Monem et al., 2010).  
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Les macrophages ne sont cependant pas les seules cellules impliquées dans l’élimination 

des MPs circulantes. Les cellules endothéliales sont également capables d’internaliser les 

MPs de plaquettes, par un mécanisme d’endocytose dépendant d’une glycoprotéine sécrétée 

par l’endothélium, Developmental endothelial locus-1 (Del-1) (Dasgupta et al., 2012). En 

effet, les souris déficientes en Del-1 présentent un nombre plus important de MPs 

circulantes, alors que les cellules endothéliales du poumon et du foie de ces mêmes souris 

présentent un déficit d’internalisation de MPs, comparativement aux cellules de souris 

sauvages. De façon similaire à la lacthadérine pour les macrophages, Del-1 sert de pont 

entre la PS à la surface des MPs et les intégrines des cellules endothéliales, et facilite leur 

internalisation. 

L’élimination de MPs d’origines différentes a également été étudiée. Les MPs de globules 

rouges sont ainsi éliminées par les cellules de Küpffer via un mécanisme impliquant les 

récepteurs scavengers (Willekens et al., 2005), alors que les MPs de cellules endothéliales 

et de différentes cellules tumorales sont éliminées par la rate et le foie ou la rate, 

respectivement (Al Faraj et al., 2012; Davila et al., 2008). 

Les études réalisées chez la souris et le lapin démontrent que l’élimination des MPs 

circulantes est un phénomène rapide qui se déroule dans les 10 minutes suivant l’injection 

des MPs dans la circulation (Dasgupta et al., 2009; Dasgupta et al., 2012; Rand et al., 

2006). Par ailleurs, une étude réalisée chez l’humain démontre que des MP transfusées à 

des patients thrombocytopéniques ont une durée de vie comprise entre 5 et 6 heures dans la 

circulation (Rank et al., 2011).  

1.3.4 Microparticules et communications intercellulaires 
Les MPs sont de véritables vecteurs pour l’échange intercellulaire d’informations et de 

signaux biologiques qui peut se faire de différentes manières, telles qu’illustrées à la Figure 

11. Les MPs peuvent transférer des récepteurs à une cellule cible et ainsi induire des 

modifications phénotypiques et fonctionnelles qui vont rendre la cellule sensible à de 

nouveaux stimuli. Les MPs de plaquettes, qui contiennent des niveaux élevées de CXCR4, 

transfèrent ce récepteur de manière fonctionnelle à différents types cellulaires qui ne 

l’expriment pas, et contribuent ainsi à la propagation du VIH dans la mesure où CXCR4 lui 
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sert de corécepteur (Rozmyslowicz et al., 2003). Suite à ce transfert, les types cellulaires 

initialement insensibles au VIH peuvent ainsi être ciblés par le virus et jouer un rôle 

important dans la persistance et la propagation de l’infection. 

Les MPs peuvent aussi transférer des protéines, telles que des cytokines, des chimiokines, 

ou des facteurs de croissance, et ainsi moduler l’activité et les propriétés des cellules cibles. 

Par exemple, suite au transfert de l’IL-1β par les MPs, les cellules endothéliales produisent 

plus de molécules d’adhérences et de chimiokines, leur permettant de recruter des 

neutrophiles (Lindemann et al., 2001), alors que le transfert de Regulated on activation, 

normal T cell expressed and secreted (RANTES) permet le recrutement de monocytes au 

niveau de l’endothélium, et contribue ainsi au développement de l’athérosclérose (Mause et 

al., 2005). 

Les communications intercellulaires peuvent également se faire via la livraison d’acides 

nucléiques, et ainsi reprogrammer la cellule cible. En effet, le transfert d’ARNm 

fonctionnels a été récemment démontré (Risitano et al., 2012). Compte tenu de la richesse 

des plaquettes et de leurs MPs en microARN (Hulsmans and Holvoet, 2013; Landry et al., 

2009), il ne serait pas surprenant qu’un tel transfert d’information génétique capable de 

réguler la cellule cible implique les microARN. 

Par ailleurs, les MPs peuvent également transporter et transférer des lipides bioactifs, tel 

que l’acide arachidonique, qui vont activer les plaquettes et les cellules endothéliales 

adjacentes (Barry et al., 1997), et ainsi augmenter les interactions entre les monocytes et 

l’endothélium (Barry et al., 1998). Enfin, les MPs peuvent contenir des organelles, telles 

que les mitochondries, qui interagissent in vivo avec les neutrophiles et induisent leur 

adhésion sur l’endothélium (Boudreau et al., 2014). 

Il est important de noter, et de garder à l’esprit, que les différentes voies utilisées par les 

MPs de plaquettes pour participer aux communications intercellulaires ne sont pas 

exclusives aux plaquettes, et que des MPs de diverses origines participent à ces échanges 

entre les cellules (Mause and Weber, 2010). 
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Figure 11: Les différentes voies et constituants moléculaires utilisés par les MPs lors 
des communications intercellulaires. 
Les médiateurs solubles libérés par les MPs peuvent être délivrés à la cellule cible à la suite 
d’interactions stables ou transitoires, alors que les molécules associées aux membranes 
peuvent induire des réponses spécifiques dans la cellule cible. Les MPs peuvent aussi 
transférer des récepteurs et des composants membranaires ou cytosoliques à la cellule cible 
suite à une fusion membranaire ou à leur internalisation. Le contenu internalisé par la 
cellule cible peut induire sa reprogrammation, alors que les composants des MPs associés 
aux membranes peuvent être partiellement recyclés et présentés à la membrane de la cellule 
cible. Figure tirée de Mause and Weber (2010). 
 

1.3.5 Implications physiologiques et pathologiques des 
microparticules 

Initialement considérées comme des débris cellulaires dépourvues d’activité, les MPs sont 

maintenant reconnues pour leurs effets physiologiques et pathologiques. 

Les plaquettes sont des acteurs majeurs de la cascade de coagulation et la présence de MPs 

de plaquettes, qui représentent le sous-type de MPs le plus abondant dans la circulation 

(Berckmans et al., 2001), fournit une surface membranaire supplémentaire ayant des 
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propriétés procoagulantes. Ces propriétés sont dues à la présence de PS à la surface des 

MPs qui permet l’assemblage des différents composants de la cascade de coagulation, mais 

aussi l’expression en surface du TF, qui est un puissant activateur de la cascade de 

coagulation (Muller et al., 2003).  

Les MPs transportent et livrent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires, et sont ainsi 

impliquées dans la régulation de nombreux processus inflammatoires, notamment au niveau 

de l’endothélium. Le transport et le transfert d'Acide Arachidonique (AA) aux cellules 

endothéliales par les MPs induit l'expression de COX-2 et la production de prostaglandines, 

ainsi que l’activation des cellules endothéliales, qui expriment alors des molécules 

d'adhésion, telles que ICAM-1 (Barry et al., 1999; Barry et al., 1997). Les MPs induisent 

également l'expression de récepteurs à ICAM-1 à la surface des monocytes et favorisent 

ainsi l’adhésion des monocytes sur l’endothélium (Barry et al., 1998), évènement primaire 

de plusieurs syndromes inflammatoires vasculaires (Mantovani and Dejana, 1989). L’arrêt 

et la diapédèse des monocytes, ainsi que des neutrophiles, à travers l’endothélium sont 

également favorisés par les MPs via la libération de molécules pro-inflammatoires, telles 

que l'IL-1 ou RANTES (Lindemann et al., 2001; Mause et al., 2005). Enfin, les MPs 

induisent la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules endothéliales et les 

monocytes, et contribuent ainsi à l’inflammation de l’endothélium (MacKenzie et al., 

2001). À l’inverse, les MPs peuvent favoriser la réparation de l’endothélium en améliorant 

la capacité des early outgrowth cells (EOC) à restaurer l’intégrité de l’endothélium après 

une lésion (Mause et al., 2010). En effet, les MPs accélèrent le recrutement des EOC ainsi 

que leur migration, leur différenciation et leur libération de facteurs pro-angiogéniques. 

Les MPs sont impliquées dans les maladies cardiovasculaires, notamment l’athérosclérose. 

De fortes concentrations de MPs circulantes sont détectées dans le sang de patients atteints 

de maladies cardiovasculaires, et plusieurs études indiquent que les MPs sont impliquées 

dans différentes étapes de l’athérosclérose (Boulanger et al., 2006). Par exemple, les MPs 

expriment à leur surface des molécules d’adhésion qu’elles transfèrent aux cellules 

endothéliales, ce qui permet le recrutement des monocytes au niveau de la plaque et 

contribue au développement de la lésion (Rautou et al., 2011a). En effet, ces monocytes 

migrent ensuite à l’intérieur de la plaque d’athérome, où ils se différencient en 
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macrophages avant de se transformer en cellules spumeuses suite à la phagocytose de LDL 

oxydés (Moore and Tabas, 2011). 

Les MPs de plaquettes permettent aussi la dissémination des tumeurs en favorisant la 

formation de métastases (Janowska-Wieczorek et al., 2005). Chez différentes lignées 

cancéreuses, les MPs induisent une phosphorylation de plusieurs kinases, l’expression de 

métalloprotéinases matricielles et de facteurs angiogéniques, stimulent leur prolifération et 

invasion, alors que l’injection de MPs in vivo induit une augmentation significative du 

nombre de métastases. Les MPs adhèrent fermement à des cellules de cancer de la prostate 

et augmentent leur adhésion aux cellules endothéliales et aux composants de la matrice 

extracellulaire afin de favoriser leur invasion. Par ailleurs, les cellules cancéreuses exposées 

aux MPs présentent une augmentation de l’expression de gènes associés à la progression 

tumorale et une diminution de l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs (Varon et al., 

2012). L’expression en surface de molécules d’adhésion (P-sélectine, IIbIII) et de facteurs 

pro-angiogéniques (VEGF, PDGF) permet aux MPs d’augmenter l’angiogenèse des 

cellules endothéliales et des cellules tumorales, tandis que l’expression de PS et de TF 

active la coagulation et la thrombose, permettant ainsi la progression du cancer (Falanga et 

al., 2012).  

Les MPs sont également impliquées dans l’immunité et peuvent activer la réponse 

immunitaire. En collaboration avec les lymphocytes T CD4, les MPs activent les cellules B 

et facilitent la formation de centres germinatifs grâce au CD40L qu’elles exposent (Sprague 

et al., 2008). Par ailleurs, les MPs sont impliquées dans des maladies auto-immunes. En 

effet, une quantité accrue de MPs est détectée dans différents fluides de patients atteints 

d'arthrite rhumatoïde, de lupus érythémateux, de sclérose en plaque ou du syndrome 

antiphospholipides, comparé aux fluides de personnes saines (Sellam et al., 2009). Dans 

l’arthrite rhumatoïde, via l’IL-1 qu’elles transportent, les MPs stimulent les synoviocytes 

à produire des cytokines pro-inflammatoires (Boilard et al., 2010), alors que les MPs du 

liquide synovial de patients expriment des auto-antigènes et sont recouvertes de complexes 

immuns (Cloutier et al., 2013). Ces MPs stimulent la production de médiateurs lipidiques 

pro-inflammatoires par les neutrophiles, suggérant que les auto-antigènes présents à leur 

surface sont accessibles et reconnus par des auto-anticorps présent chez les patients atteints 
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d’une maladie auto-immune. Ce processus pourrait donc induire ou maintenir une 

inflammation. 

1.4 Les cellules endothéliales 

1.4.1 Définition et origine 

1.4.1.1 Définition et généralités 
Les cellules endothéliales forment le revêtement interne des vaisseaux sanguins et 

fournissent une barrière anticoagulante entre la paroi vasculaire et le sang. Chez un adulte, 

on estime que l’endothélium, qui est formé d’une monocouche de cellules endothéliales qui 

tapisse tout le système vasculaire, contient environ 1x1013 cellules et forme un « organe » 

de presque 1 kg (Sumpio et al., 2002). Les cellules endothéliales jouent plusieurs rôles 

essentiels qui ont pour but de contrôler les fonctions vasculaires. Si elles étaient 

considérées à la base comme une barrière passive, elles sont aujourd’hui reconnues comme 

un tissu complexe remplissant diverses fonctions, capable de s’adapter à des besoins 

spécifiques en fonction des conditions environnementales. En effet, elles participent à tous 

les aspects de l’homéostasie vasculaire, mais aussi à différents processus physiologiques et 

pathologiques tels que la thrombose, l’inflammation ou le remodelage de la paroi vasculaire 

(Sumpio et al., 2002). Dans la circulation, les cellules endothéliales réagissent à des stimuli 

physiques et chimiques afin de réguler l’hémostase ainsi que les réponses immunitaires et 

inflammatoires. Elles sont également essentielles à l’angiogenèse et la vasculogenèse. Leur 

lésion, activation ou dysfonction est un marqueur de divers états pathologiques, tels que 

l’athérosclérose ou la thrombose (Michiels, 2003). 

1.4.1.2 Origine des cellules endothéliales 
La différenciation des cellules mésodermales en angioblastes, puis en cellules endothéliales 

était vu comme une série d’évènements qui se déroulait uniquement pendant le 

développement embryonnaire. Plus tard, il a été découvert que des cellules souches 

hématopoïétiques CD34+ d’adultes pouvaient se différencier ex vivo en cellules 

endothéliales (Asahara et al., 1997); de telles cellules ont été identifiées dans la circulation 

(Shi et al., 1998). Ainsi, les cellules progénitrices endothéliales circulantes étaient définies 

comme des cellules positives pour un marqueur de cellules souches hématopoïétiques, tel 
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que CD34, et un marqueur endothélial tel que VEGFR2. Comme CD34 se retrouve 

également à la surface de cellules endothéliales matures, d’autres études ont utilisé un 

marqueur de cellules souches hématopoïetiques plus immature, CD133 (prominine 1), suite 

à la démonstration que des cellules CD133+ pouvaient se différencier en cellules 

endothéliales in vitro (Gehling et al., 2000; Peichev et al., 2000). De plus, CD133 est 

exprimé sur les cellules souches hématopoïétiques, mais pas sur les cellules endothéliales 

matures ni les cellules monocytiques (Handgretinger et al., 2003). Ainsi, il existe 

aujourd’hui un consensus selon lequel les cellules CD133+/VEGFR2+, qui proviennent de 

la moelle osseuse, représentent une population ayant des capacités de cellules progénitrices 

endothéliales (Urbich and Dimmeler, 2004). Cependant, l’origine des cellules endothéliales 

est controversée et toujours matière à débats, tel qu’illustré à la Figure 12. En effet, des 

cellules myéloïdes peuvent se différencier (ou trans-différencier) en lignée endothéliale 

(Schmeisser et al., 2001; Urbich et al., 2003), tout comme des cellules souches 

mésenchymateuses (Jackson et al., 2001; Reyes et al., 2002), ou même cardiaques 

(Beltrami et al., 2003), démontrant ainsi la pluralité de l’origine des cellules progénitrices 

endothéliales. 
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Figure 12: Origine des cellules progénitrices endothéliales. 
Les cellules progénitrices endothéliales pourraient provenir d’origines différentes. Elles 
peuvent provenir des cellules souches hématopoïétiques, qui se différencient en précurseurs 
myéloïdes ou en progéniteurs de cellules endothéliales, mais aussi possiblement de cellules 
souches mésenchymateuses ou résidentes, comme des cellules souches cardiaques. Figure 
tirée de Urbich and Dimmeler (2004). 
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1.4.2 Fonctions de l’endothélium 

1.4.2.1 La barrière endothéliale 
La paroi des vaisseaux sanguins forme une barrière sélective pour le transport de molécules 

entre le sang et les tissus. Les cellules endothéliales offrent une surface importante pour ces 

échanges, avec une aire totale chez l’humain estimée à ~ 350 m2 (Baldwin and Thurston, 

2001; Pries et al., 2000). L’endothélium est une monocouche continue de cellules attachées 

les unes aux autres par différents types de structures adhésives, ou jonctions cellulaires. Ces 

structures complexes sont formées par des molécules adhésives transmembranaires liées à 

un réseau de protéines du cytosquelette et du cytoplasme. Trois types de jonctions ont été 

décrites dans les cellules endothéliales: les jonctions serrées, les jonctions d’adhérence et 

les jonctions gap (Dejana, 1997; Dejana et al., 1995; Schnittler, 1998). Ces structures 

adhésives sont étroitement régulées afin de contrôler la perméabilité vasculaire vis-à-vis 

des cellules sanguines circulantes, mais également pour contrôler le mouvement des fluides 

et protéines du plasma. La perte de cette fonction de barrière est associée à la formation 

d’œdèmes et à différentes situations physiopathologiques (Komarova and Malik, 2010). 

1.4.2.2 Coagulation et fibrinolyse 
Les cellules endothéliales sont des cellules dynamiques qui, sous conditions basales, sont 

impliquées dans le maintien d’une interface non thrombogénique entre le sang et les tissus. 

Ceci est notamment essentiel à la relaxation des vaisseaux sanguins et au maintien d’une 

bonne pression sanguine (Sumpio et al., 2002). Pour cela, les cellules endothéliales 

produisent et libèrent du PGI2 et du NO qui vont tous deux inhiber l’activation des 

plaquettes circulantes et permettre la vasodilatation. Ces médiateurs sont aussi libérés en 

réponse à des stimuli chimiques, tels que la thrombine ou l’ADP, ou suite à des 

changements des forces hémodynamiques, liés à une modification de la pression sanguine 

ou du flux sanguin (Cines et al., 1998). Les cellules endothéliales produisent aussi des 

ectonucléotidases, dont CD39, qui vont déphosphoryler l’ADP en AMP puis en adénosine 

afin d’inhiber l’activation plaquettaire dans des conditions basales (Marcus et al., 1997). En 

revanche, suite à une lésion de la paroi vasculaire, les cellules endothéliales vont mobiliser 

le vWF, pour permettre la liaison des plaquettes et l’arrêt du saignement (Jaffe et al., 1973; 

Sporn et al., 1986). Une fois l’hémorragie arrêtée, les cellules endothéliales participent à la 
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fibrinolyse, via la libération du tPA et d’urokinase qui vont activer le plasminogène en sa 

forme active, la plasmine. Elles empêchent ainsi une coagulation excessive au niveau de la 

lésion et la propagation de la réaction hémostatique dans tout le vaisseau sanguin, qui 

pourrait conduire à son obstruction (Rijken et al., 1980). 

1.4.2.3 La réaction inflammatoire 
Les cellules endothéliales sont également essentielles à la réponse inflammatoire, qui est 

une réponse localisée déclenchée par une lésion du tissu, et qui vise à détruire ou diluer 

l’agent responsable de la lésion ainsi que le tissu endommagé. L’inflammation est donc 

protectrice, mais elle a besoin d’être finement contrôlée afin d’éviter des situations 

pathologiques. Les cellules endothéliales sont, avec les leucocytes et autres nombreux 

médiateurs telles que les cytokines et chimiokines inflammatoires (Nathan, 2002), les 

acteurs majeurs de la réaction inflammatoire. Elles coordonnent le recrutement des cellules 

inflammatoires appropriées au niveau de la lésion ou de l’infection, et elles produisent puis 

libèrent des cytokines et des facteurs de croissance qui vont servir de signaux de 

communication pour les leucocytes. Grâce à leur expression en surface de molécules 

d’adhésion, les cellules endothéliales vont permettre l’attachement des leucocytes à 

l’endothélium, puis leur transmigration vers le site inflammatoire dans un processus 

séquentiel (Muller, 2003). 

La réponse aux cytokines par les cellules endothéliales est la première étape de la réaction 

inflammatoire. Les cytokines sont des petites protéines sécrétées par les cellules. Elles 

agissent comme messagers de la réponse inflammatoire ou immunitaire permettant la 

communication entre les leucocytes, mais aussi avec les cellules endothéliales ou les 

fibroblastes. Suite à leur stimulation par des cytokines ou des facteurs de croissance, les 

cellules endothéliales en produisent puis en libèrent à leur tour (Krishnaswamy et al., 1999; 

Mantovani et al., 1997). D’une manière générale, les cytokines vont induire un phénotype 

pro-inflammatoire des cellules endothéliales. Cela va se traduire par une activation 

plaquettaire et une adhésion des neutrophiles (Bussolino et al., 1990), la libération de 

cytokines et de chimiokines, ainsi que l’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1, 

VCAM-1, E-sélectine) qui vont servir de signaux pour le recrutement et l’extravasation des 

leucocytes au niveau du site inflammatoire (Collins et al., 1995). 



 52 

La migration des leucocytes du système vasculaire au site inflammatoire est un évènement 

clé dans l’inflammation. Les molécules d’adhésion impliquées dans ce processus 

appartiennent à trois familles de gènes: les sélectines, les intégrines et les 

immunoglobulines (Ig). Les sélectines initient l’attachement des leucocytes sur 

l’endothélium. Elles sont exprimées à la surface des leucocytes et des cellules endothéliales 

(Ebnet and Vestweber, 1999). La L-sélectine est exprimée par la plupart des leucocytes 

(Finger et al., 1996), alors que la E-sélectine est spécifique des cellules endothéliales 

(Bevilacqua et al., 1989). La P-sélectine, quant à elle, est présente sur les cellules 

endothéliales et les plaquettes (McEver et al., 1989). Les leucocytes « roulent » ensuite le 

long du vaisseau sanguin où ils captent des facteurs d’activation, tels que des chimiokines, 

qui conduisent à l’activation de leurs intégrines. L’activation des cellules endothéliales 

déclenche également la synthèse de Platelet-activating factor (PAF), qui est reconnu par 

plusieurs récepteurs transmembranaires des leucocytes et participe ainsi au déclenchement 

de l’adhésion ferme de ces derniers sur l’endothélium (Prescott et al., 2001). Les intégrines 

se lient ensuite aux Ig à la surface des cellules endothéliales et permettent ainsi l’adhésion 

ferme des leucocytes sur l’endothélium, un pré-requis pour leur migration à travers la 

barrière endothéliale. Cette migration des leucocytes dépend de leurs intégrines 2 (Mac-1 

et LFA-1) et de leurs ligands sur les cellules endothéliales, à savoir ICAM-1 et PECAM-1 

(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) (Newman et al., 1990), une Ig concentrée au 

niveau des jonctions intercellulaires des cellules endothéliales qui va « guider » les 

leucocytes à travers ces jonctions. 

1.4.2.4 Angiogenèse  
La formation de nouveaux vaisseaux sanguins durant l’embryogénèse a lieu via deux 

processus, la vasculogenèse et l’angiogenèse. À l’inverse de la vasculogenèse, 

l’angiogenèse correspond à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’autres 

vaisseaux préexistants (Flamme et al., 1997; Risau, 1997). Chez les adultes, le taux de 

prolifération des cellules endothéliales est très lent et la croissance de nouveaux vaisseaux à 

seulement lieu durant la reproduction, la réparation des blessures et la régénération de tissus 

(Liekens et al., 2001). Par ailleurs, la néoangiogenèse est indispensable à la croissance des 

tumeurs et métastases (Saaristo et al., 2000). La construction de ce nouveau réseau 

vasculaire requiert différentes étapes séquentielles, incluant la libération de protéases par 
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l’endothélium activé, la dégradation des structures membranaires, la migration des cellules 

endothéliales dans l’espace interstitiel, la prolifération des cellules endothéliales et la 

différenciation en vaisseaux sanguins matures (Carmeliet, 2000). Les cellules endothéliales 

sont centrales à ces processus qui sont étroitement régulées par de nombreux facteurs 

angiogéniques et de nombreuses interactions. 

1.4.3 Interactions entre les microparticules de plaquettes et 
l’endothélium 
Les MPs de plaquettes, très abondantes dans la circulation (Berckmans et al., 2001), 

peuvent interagir avec les cellules endothéliales grâce à l’expression en surface de plusieurs 

molécules d’adhésion à l’endothélium, telles que les glycoprotéines GPIIb/IIIa et GPIb, ou 

encore la P-sélectine (Abrams et al., 1990; George et al., 1986). Si le mécanisme 

d’internalisation des MPs par les cellules endothéliales (endocytose dépendante de Del-1) 

n’a été élucidé que récemment (Dasgupta et al., 2012), plusieurs études préalables ont fait 

état d’interactions entre les MPs et l’endothélium. 

Les MPs transportent et transfèrent des lipides bioactifs, tel que l’acide arachidonique, et 

induisent ainsi l'expression de COX-2, la production de prostaglandines et l’activation des 

cellules endothéliales qui expriment alors des molécules d'adhésion, telle que ICAM-1, afin 

de favoriser l’adhésion des monocytes (Barry et al., 1997; Barry et al., 1998). Les MPs sont 

aussi capables de « rouler » sur les cellules endothéliales via des interactions transitoires 

impliquant la P-sélectine, GPIb ou encore GPIIb/IIIa. Ainsi, elles délivrent leur contenu en 

RANTES et favorisent le recrutement des monocytes sur l’endothélium (Mause et al., 

2005). 

Les MPs peuvent induire l’angiogenèse in vitro. Elles stimulent la croissance de cellules 

progénitrices endothéliales et augmentent, de manière dose dépendante, la prolifération, la 

survie, la migration et la formation de tubes par les cellules endothéliales HUVEC, via des 

mécanismes qui semblent impliquer des composants lipidiques des MPs (Kim et al., 2004). 

In vivo, en utilisant des EOC, qui ont des caractéristiques phénotypiques de cellules 

endothéliales et qui sont recrutées aux sites de lésion pour accélérer la réparation de 

l’endothélium (Hirschi et al., 2008), Mause et ses collaborateurs ont montré que les MPs 
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augmentent la capacité vasoregénératrice des EOC à la suite d’une lésion vasculaire (Mause 

et al., 2010). En effet, les MPs augmentent l’adhésion des cellules à la matrice 

extracellulaire et à la paroi vasculaire endommagée, tout en accélérant la réorganisation de 

leur cytosquelette et leur migration. Par ailleurs, les MPs modifient le sécrétome des EOC 

vers un profil plus pro-angiogénique et amplifient la formation de tubes capillaires par les 

cellules endothéliales matures, alors que l’injection de EOC préalablement traitées avec des 

MPs accélère la réparation de l’endothélium (Mause et al., 2010). 

Chez des patients atteints de diabète de type I, l’internalisation des MPs par les cellules 

endothéliales HUVEC augmente les interactions entre les plaquettes et les cellules 

endothéliales de manière proportionnelle à la sévérité de la maladie (Terrisse et al., 2010). 

L’internalisation des MPs induit la production d’espèces réactives de l’oxygène nécessaires 

à l’expression de vWF à la surface des cellules endothéliales, et donc à l’interaction 

subséquente entre les plaquettes et l’endothélium. De la même manière, les MPs peuvent 

augmenter le recrutement plaquettaire au niveau d’une lésion de l’endothélium en se liant à 

la matrice sous-endothéliale et en agissant comme un substrat pour la liaison des plaquettes 

(Merten et al., 1999). 

Par ailleurs, la capacité des cellules endothéliales à internaliser ou à interagir avec les MPs, 

ajoutée à la richesse de ces dernières en microARN, permet d’envisager que les MP soient 

capables de réguler l’expression des gènes des cellules endothéliales via leur contenu en 

microARN. 

1.4.4 Implications physiologiques et pathologiques des cellules 
endothéliales 
Les très nombreuses fonctions des cellules endothéliales les rendent indispensables à 

l’homéostasie. Ainsi, une stimulation inappropriée, une réponse incontrôlée, ou simplement 

une dysfonction des cellules endothéliales sont des évènements communs à de nombreux 

processus pathologiques, notamment aux maladies cardiovasculaires. Une dysfonction 

endothéliale est caractérisée par une réduction de la vasodilatation, un état pro-

inflammatoire et des propriétés pro-thrombotiques (Hadi et al., 2005).  
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Une dysfonction endothéliale précède le développement de l’athérosclérose. Dans ces 

conditions, le phénotype endothélial devient pro-inflammatoire et pro-thrombotique suite à 

l’augmentation de l’expression de molécules d’adhésion, et à la libération de cytokines, qui 

vont permettre le recrutement et l’activation des leucocytes circulants (Landmesser et al., 

2004). La réduction de la libération de NO par l’endothélium est l’une des causes de ce 

changement phénotypique (Napoli et al., 2006). Ceci va induire l’activation des plaquettes 

circulantes, qui vont alors adhérer à l’endothélium inflammé afin d’augmenter le 

recrutement, l’activation et la transmigration des leucocytes (Kaplan and Jackson, 2011). 

Les cellules endothéliales peuvent aussi contribuer à l’athérogenèse. En effet, elles libèrent 

des médiateurs pro-inflammatoires, telles que les endothélines 1 et 4, qui vont contribuer au 

recrutement des monocytes circulants et à l’activation des macrophages (Cunningham et 

al., 1997), à la migration des cellules de muscles lisses (Best and Lerman, 2000), à la 

prolifération des fibroblastes et à la biosynthèse de matrice (Best and Lerman, 2000), et à 

l’augmentation de l’adhérence des plaquettes (Halim et al., 1995). Une dysfonction 

endothéliale peut aussi induire une instabilité des plaques d’athérome, et empirer les 

conséquences des ruptures de plaques suite à la perte des propriétés anti-agrégantes, anti-

thrombotiques et des capacités à induire la fibrinolyse (Behrendt and Ganz, 2002).  

Une dysfonction de l’endothélium peut également être associée à un accident vasculaire 

cérébral. La production d’espèces réactives de l’oxygène (Reactive oxygen species, ROS) 

par la NADPH oxydase et de superoxydes par la NO synthase, sont des dysfonctions 

endothéliales qui entrainent une activation des plaquettes et des leucocytes circulants, et qui 

sont associées à des accidents vasculaires cérébraux (Cosentino et al., 2001). De la même 

manière, des dommages de l’endothélium sont observés dans l’hypertension, qui est 

communément associée à une diminution de la production de facteurs vasodilatateurs (tel 

que le NO) et à une augmentation de la production de ROS et donc du stress oxydatif (Park 

et al., 2001). 

Une diminution de la vasodilatation de l’endothélium est fréquemment observée dans le 

diabète, une maladie qui est souvent associée à d’autres facteurs de risques 

cardiovasculaires, tels que l’hypertension, l’obésité et la dyslipidémie (Versari et al., 2009). 

De plus, le régime alimentaire des diabétiques, souvent riche, peut mener à des anormalités 
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vasculaires. Un régime riche en protéines, lipides ou glucose est associé à la production de 

ROS et donc à un effet néfaste sur des fonctions endothéliales, dont la vasodilatation 

(Mohanty et al., 2002; Mohanty et al., 2000; Vogel et al., 1997). Par ailleurs, l’insuline joue 

un rôle critique dans le maintien des fonctions de l’endothélium grâce à sa capacité à 

stimuler la libération de NO et donc la vasodilatation (Xu and Zou, 2009). 

Si des cellules endothéliales saines permettent la réparation vasculaire et inhibent l’invasion 

tumorale et les métastases, une dysfonction de l’endothélium induit les effets opposés. Les 

cellules endothéliales jouent un rôle important dans le cancer, où l’angiogenèse est 

indispensable à la prolifération et à la propagation métastatique des cellules cancéreuses 

(Saaristo et al., 2000). Des cellules endothéliales activées, dont la fonction est altérée, 

libèrent des facteurs qui induisent des signaux pro-inflammatoires et favorisent l’invasion 

des cellules cancéreuses (Franses et al., 2013). 

L’endothélium est également impliqué dans les infections bactériennes ou virales. Par 

exemple, la perte de la fonction de barrière endothéliale est centrale dans la pathogenèse 

associée à des infections virales. Cette perte de fonction peut être causée par l’infection 

virale elle-même, qui endommage l’endothélium, ou par une réponse immunitaire 

dérégulée, qui va conduire à une activation excessive de l’endothélium (Rajendran et al., 

2013). 

1.5 Les macrophages 

1.5.1 Définition et origine 

1.5.1.1 Définition et généralités 
Les macrophages dérivent de précurseurs myéloïdes présents dans la moelle osseuse et des 

monocytes parents du sang périphérique, qui représentent environ 10 % des leucocytes 

circulants (Auffray et al., 2009). Chez l’humain, ils ont un diamètre d’environ 21 µm 

(Krombach et al., 1997) qui est variable en fonction du tissu. Les macrophages expriment 

une variété de récepteurs opsoniques et non opsoniques, de TLR et de récepteurs senseurs 

qui peuvent être présents à leur surface, ou dans des compartiments cytosoliques ou 

vésiculaires. Ils expriment également des molécules régulatrices, des lectines et des 
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récepteurs scavengers. Enfin, ils sécrètent une variété d'enzymes antibactériennes et 

protéolytiques, de chimiokines et de cytokines immunomodulatrices ou pro-inflammatoires, 

et génèrent des métabolites de l'acide arachidonique et des intermédiaires réactifs de 

l'oxygène et de l'azote (Gordon and Martinez, 2010). 

Les macrophages sont des cellules multifonctionnelles du système immunitaire inné. Ils 

jouent un rôle important dans le retour à l’homéostasie des tissus de l’hôte suite à une 

lésion ou une infection. Ils accomplissent leur tâche en détectant et en phagocytant les 

particules étrangères, et en initiant, lorsque nécessaire, la réponse inflammatoire. La grande 

diversité de fonctions remplies par les macrophages fait que leur phénotype d’activation 

peut être très variable et dépend du milieu où ils se trouvent (Gordon and Taylor, 2005). 

1.5.1.2 Origine des macrophages 

Les monocytes parents des macrophages se développent à partir des HSC de la moelle 

osseuse, tel qu’illustré à la Figure 13. Les principaux points de contrôle permettent la 

séparation des précurseurs lymphoïdes et myéloïdes, puis des cellules responsables de la 

génération de monocytes des autres cellules myéloïdes. Les monocytes sont ensuite libérés 

dans la circulation, et suite à leur recrutement au niveau des tissus, ils se différencient en 

macrophages ou en cellules dendritiques selon le contexte (Imhof and Aurrand-Lions, 

2004). Cette différenciation est sous le contrôle du Macrophage Colony Stimulating Factor 

(M-CSF, ou CSF-1) et du facteur de transcription PU-1. Le récepteur du M-CSF est 

exprimé à la surface de tous les précurseurs de monocytes, sur les macrophages et sur les 

cellules dendritiques dérivées de monocytes. Ce récepteur possède deux ligands, le M-CSF 

ou l’IL-34, dont la liaison va activer le régulateur clé de la lignée myéloïde, PU-1. Ce 

dernier augmente l’expression des gènes nécessaires au développement des monocytes et 

inhibe les facteurs de transcription nécessaires au développement des autres lignées 

cellulaires (Auffray et al., 2009). D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans le 

sort des monocytes. C’est notamment le cas des facteurs de transcription MafB, c-Maf et 

IFN consensus sequence binding protein/IFN regulatory factor 8 (ICSBP/IRF-8), qui 

peuvent influencer la différenciation des monocytes (Gemelli et al., 2006; Hegde et al., 

1999; Tamura et al., 2000). Aussi, Krueppel-like factor 4 (KLF4) peut restaurer la 
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différenciation des monocytes de précurseurs PU-1-/-, alors qu’une déficience en KLF4 

induit les précurseurs myéloïdes vers la formation de granulocytes (Feinberg et al., 2007).  

 

Figure 13: Origine des macrophages. 
Les cellules souches de la moelle osseuse se différencient en précurseurs lymphoïdes ou 
myéloïdes communs. Ces derniers vont alors se différencier en précurseurs de granulocytes 
et monocytes. Les précurseurs de monocytes vont ensuite se différencier en monocytes 
résidents ou inflammatoires, qui vont alors quitter la moelle osseuse pour se retrouver dans 
la circulation. Enfin, les monocytes recrutés au niveau des tissus périphériques se 
différencient en macrophages ou en cellules dendritiques, selon les stimuli auxquels ils sont 
exposés. Figure tirée de Imhof and Aurrand-Lions (2004). 
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1.5.2 Polarisation des macrophages 
Les macrophages peuvent être divisés en différents groupes fonctionnels selon les stimuli 

qu'ils rencontrent lors de leur activation, tel qu’illustré à la Figure 14. On parle alors de 

polarisation fonctionnelle des macrophages, que je vais simplifier dans le paragraphe 

suivant car, dans la réalité, les macrophages sont activés à différents degrés et présentent 

donc un éventail varié des caractéristiques suivantes (Benoit et al., 2008). 

Les macrophages M1 sont obtenus par la voie classique d'activation, c'est-à-dire par 

stimulation avec l'interféron gamma (IFN-), à laquelle peut s'ajouter un contact avec des 

produits microbiens, tels que le lipopolysaccharide (LPS) ou des cytokines, comme le TNF 

et le Granulocyte Macrophage Colony Stimulating factor (GM-CSF). Les M1 sécrètent un 

niveau élevé d’IL-2 et d’IL-23, et un faible niveau d’IL-10. Ce sont des producteurs 

efficaces d’intermédiaires réactifs de l'oxygène et de l'azote, de cytokines pro-

inflammatoires (TNF-, IL-1, IL-6) et de chimiokines (CXCL8, CCL2, CCL5). Ces 

macrophages participent à la réponse Th1 et contrôlent la résistance aux pathogènes 

intracellulaires et aux tumeurs (Mantovani et al., 2007). 

Les macrophages M2, obtenus par des voies alternatives d'activation, sont divisés en trois 

sous-groupes selon les stimuli rencontrés: M2a, M2b et M2c. Les macrophages M2a sont 

obtenus en réponse à un contact avec IL-4 ou IL-13. Les macrophages M2b sont produits 

en réponse à la stimulation avec des complexes immuns ou des agonistes des TLR. Enfin, 

les macrophages M2c sont obtenus en réponse à des hormones glucocorticoïdes ou à l’IL-

10. Les macrophages M2 sécrètent un faible niveau d’IL-2 et d’IL-23, et un niveau élevé 

d’IL-10. Ils participent à la réponse de type Th2, contribuent à l'encapsulation des parasites 

intracellulaires, à la progression des tumeurs, à la réparation et au remodelage tissulaire, et 

possèdent des fonctions immunitaires régulatrices (Mantovani et al., 2007). 

1.5.3 Fonction des macrophages 
La première fonction des macrophages est de maintenir l’homéostasie. Ceci comprend la 

défense de l’hôte contre les invasions étrangères, l’élimination des débris apoptotiques et 

nécrotiques, ainsi que le remodelage du tissu suite à une lésion. Pour remplir sa fonction, le 
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macrophage dispose de quatre fonctions innées: la perception de l’environnement, la 

chimiotaxie, la phagocytose et la réparation des tissus, et la présentation d’antigènes. 

1.5.3.1 La perception de l’environnement 
Les macrophages utilisent leurs récepteurs senseurs, qui peuvent être présents à leur surface 

ou dans des compartiments cytosoliques ou vésiculaires, afin de percevoir leur 

environnement local. Lorsqu’ils se lient à un ligand, ces récepteurs génèrent des signaux 

qui dirigent la réponse du macrophage. De plus, ces récepteurs, à l’inverse de ceux des 

lymphocytes B ou T, reconnaissent des motifs moléculaires communs à plusieurs espèces. 

Ils peuvent être classés en deux groupes: les récepteurs exogènes, qui permettent la 

reconnaissance des pathogènes et des signaux de danger, et les récepteurs endogènes pour 

les lipides et les protéines du soi modifiés, ou pour les débris cellulaires 

apoptotiques/nécrotiques. 

La famille des TLR est un groupe de senseurs de pathogènes qui comprend 14 membres 

(Kumar et al., 2011). Présents en surface, les TLR2 et TLR4 vont lier l’acide 

lipotéiochoïque (LTA) et le LPS, respectivement. Les TLR3 et TLR9, qui sont 

intracellulaires, vont lier des oligonucléotides dérivés de virus et de bactéries, 

respectivement. Ces récepteurs vont induire des signalisations pro-inflammatoires, avec 

notamment l’expression de cytokines, telles que IL-6, IL-12 ou TNF- (Trinchieri and 

Sher, 2007). Par opposition aux TLR, dectin-1 et MRC1 induisent des réponses anti-

inflammatoires. Dectin-1 reconnait les polysaccharides de -glucane des champignons et 

bactéries, et signale l’inhibition de TNF- et/ou de l’IL-12 ainsi que l’induction d’IL-10. 

MRC1 se lie aux polysaccharides de fucose et de mannose sur les champignons, bactéries 

ou virus, et inhibe la sécrétion d’IL-12 (Taylor et al., 2005). Par ailleurs, les macrophages 

possèdent des récepteurs scavengers (SRA, CD36) qui reconnaissent des ligands exogènes 

(ex. composants des parois bactériennes) et endogènes (ex. LDL oxydés), et permettent leur 

élimination (Bottcher et al., 2006; Chen et al., 2011). Enfin, les macrophages expriment en 

surface des récepteurs Fc, tels que les récepteurs Fc CD16, CD32 et CD64, ou le récepteur 

Fc CD23. Ces récepteurs lient des anticorps circulants, eux-mêmes liés à des antigènes 

étrangers, et permettent leur phagocytose par les macrophages (Varin and Gordon, 2009).  
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Ainsi, les macrophages utilisent leur capacité de senseurs afin de faciliter l’élimination des 

pathogènes, des protéines et lipides du soi modifiés, ainsi que les débris cellulaires 

apoptotiques et nécrotiques. 

1.5.3.2 La chimiotaxie 
Suite à la détection d’un antigène issu d’une invasion étrangère potentiellement dangereuse, 

les macrophages stimulent l’expansion des cellules T activées et sécrètent des chimiokines 

qui permettent le recrutement des cellules effectrices appropriées pour aider à la 

neutralisation et à l’élimination de la molécule étrangère. 

Les macrophages M1 jouent un rôle prépondérant dans la défense anti-bactérienne. Ils 

soutiennent les réponses de type Th1 via la sécrétion de CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, 

CXCL10 ou encore CXCL11, qui sont toutes de puissantes chimiokines permettant le 

recrutement des monocytes/macrophages, des lymphocytes Th1 et des cellules natural 

killer (Mantovani et al., 2004). Les macrophages M1 sécrètent aussi CXCL8, permettant 

ainsi le recrutement des neutrophiles qui sont cruciaux dans la résolution de plusieurs types 

d’infections aigues (Benoit et al., 2008). Les macrophages M2, impliqués dans la défense 

contre les infections par des parasites et des champignons, sécrètent les chimiokines CCL17 

et CCL22 qui attirent les lymphocytes Th2 et les natural killer (Benoit et al., 2008). Enfin, 

les M2 peuvent aussi recruter des éosinophiles et des basophiles suite à la sécrétion de 

CCL24 (Mantovani et al., 2004).  

1.5.3.3 La phagocytose et la réparation des tissus 
Les macrophages tissulaires ont pour fonction d'enlever et de détruire les particules, débris, 

cellules apoptotiques et pathogènes (bactéries, parasites) présents dans les tissus, rôle qu'ils 

jouent grâce à leur grande capacité de phagocytose. En effet, l’élimination par la 

phagocytose de matériel redondant et endommagé est essentielle au retour du tissu à 

l’homéostasie après un évènement perturbateur (Schrijvers et al., 2007). Pour cela, les 

macrophages possèdent une grande variété de récepteurs, tels que les récepteurs opsoniques 

(récepteurs Fc et du complément), impliqués dans la phagocytose des bactéries opsonisées 

par des anticorps ou par le complément, mais aussi les récepteurs impliqués dans la 

reconnaissance de motifs (pattern recognition receptors), dont les récepteurs scavengers, le 
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récepteur mannose, et les intégrines (Aderem and Underhill, 1999). Les cellules 

apoptotiques sont reconnues grâce à l'expression de la PS à leur surface, qui peut être liée 

par différents récepteurs, dont les récepteurs scavengers (Aderem and Underhill, 1999). 

Ainsi, les macrophages identifient leur cible qui sera ensuite séquestrée dans les 

phagosomes. Ces derniers fusionnent ensuite avec les lysosomes qui contiennent des 

molécules très réactives et toxiques qui permettent la destruction du contenu des 

phagosomes (Stuart and Ezekowitz, 2005). L'activité de phagocytose des macrophages est 

importante dans le développement, le remodelage tissulaire, la réponse immune et 

l'inflammation. 

Par ailleurs, le retour à l’homéostasie du tissu de l’hôte nécessite également la réparation et 

le remodelage de l’environnement local. Cette tâche est principalement réalisée par les 

macrophages M2 qui soutiennent le remodelage de la matrice extra-cellulaire, la croissance 

cellulaire, la production de collagène et l’angiogenèse (Varin and Gordon, 2009). 

1.5.3.4 La présentation d’antigènes 
La phagocytose et la destruction subséquente de matériel étranger par les macrophages 

permet la génération de séquences peptidiques antigéniques pour la présentation aux 

lymphocytes T via les récepteurs du CMH. Les macrophages, tout comme les cellules 

dendritiques et les cellules B, sont des cellules présentatrices d'antigènes professionnelles. 

La présentation d'antigènes est le processus par lequel les antigènes ou protéines 

internalisées sont coupés en peptides, puis liés au CMH et présentés aux lymphocytes à la 

surface des cellules. Les macrophages sont experts dans ce domaine grâce à un haut niveau 

constitutif de pinocytose et de fusion vésiculaire avec les lysosomes (Swanson, 1989), ainsi 

que grâce à leur grande quantité de protéases lysosomales (Delamarre et al., 2005). La 

présentation des antigènes requiert l'interaction entre des molécules d'adhésion présentes à 

la surface du lymphocyte (LFA-1) et des récepteurs d'adhésion (ICAM-1) présents sur les 

cellules présentatrices d'antigènes. La zone de contact entre les deux cellules est alors 

enrichie en récepteurs des cellules T (T cell receptor, TCR) et en complexes CMH-peptide 

pour former la synapse immunologique. S'ensuit alors un dialogue entre les deux cellules 

grâce à la signalisation du TCR. Dans le cas des macrophages, la présentation des antigènes 

aux lymphocytes T effecteurs (Th1) permet de les activer. En retour, les lymphocytes 
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activent les macrophages, leur conférant la capacité de détruire les pathogènes 

intracellulaires de façon efficace. Les lymphocytes Th1 activés stimulent également les 

lymphocytes B, étape essentielle et préalable à la production d'anticorps, en plus de la 

réponse cytotoxique (Brodsky et al., 1999). 

 

Figure 14: Polarisation des macrophages. 
Les macrophages M1 obtenus par la voie classique d'activation sont induits par l’IFN- et 
des produits microbiens. Leur répertoire inflammatoire est caractérisé par la sécrétion de 
médiateurs pro-inflammatoires et la libération d’intermédiaires réactifs de l'oxygène et de 
l'azote. Les macrophages M2, activés de façon alternative, couvrent un continuum d’états 
fonctionnels classifiés en trois catégories: les M2a induits par IL-4/IL-13, les M2b induits 
par les complexes immuns et des agonistes des TLR, et les M2c induits par IL-10 et les 
hormones glucocorticoïdes. Figure tirée de Benoit et al. (2008). 
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1.5.4 Interactions entre les microparticules de plaquettes et les 
monocytes/macrophages 
Barry et ses collaborateurs sont les premiers à avoir étudié les effets de l’interaction entre 

les MPs et les monocytes (Barry et al., 1998). L’exposition aux MPs augmente l’expression 

de molécules d’adhésion à la surface des monocytes et leur adhésion aux cellules 

endothéliales, de manière dose dépendante, avec une adhésion maximale après 24 h 

d’exposition. Ainsi, les MP sont capables de moduler des propriétés des monocytes 

impliquées dans différents contextes inflammatoires, tel que l’athérosclérose, où les 

macrophages peuvent phagocyter des MPs de plaquettes suite à la rupture des nouveaux 

vaisseaux formés dans les plaques (Schrijvers et al., 2007). Les macrophages interagissent 

avec les MPs circulantes et permettent leur élimination via un mécanisme de phagocytose 

dépendant de la lacthadérine (Dasgupta et al., 2009) ou de la 2-glycoprotéine 1 (Abdel-

Monem et al., 2010). La rate, qui représente le plus grand filtre de la circulation (Mebius 

and Kraal, 2005) et contient différents types de macrophages résidents (Davies et al., 2013), 

semble être le site d’interactions entre les MPs circulantes et les macrophages, dans la 

mesure où les souris splénectomisées montrent plus de MPs circulantes que les souris de 

type sauvage (Dasgupta et al., 2009). Par ailleurs, les MPs de plaquettes peuvent altérer la 

fonction des macrophages. Suite à une co-incubation avec des MPs, la réponse 

inflammatoire des macrophages est régulée à la baisse (Sadallah et al., 2011). En effet, en 

présence de MPs, les macrophages sécrètent moins de TNF- ou d’IL-10 suite à leur 

stimulation avec du LPS ou du zymosan, alors que le profil de sécrétion est inchangé en 

l’absence de stimuli. Enfin, les MPs de plaquettes induisent la différenciation des 

monocytes en macrophages (Vasina et al., 2011). L’exposition des monocytes aux MPs 

induit une augmentation de l’expression de molécules d’adhésion, telles que CD11b, CD14 

ou CD31, ainsi que des récepteurs de chimiokines CCR5 et CXCR4. De plus, les cellules 

exposées aux MPs consomment des LDL oxydés, libèrent des métalloprotéinases 

matricielles, et présentent une augmentation d’expression des récepteurs aux LDL oxydés 

(CD36 et CD68) et de la libération de cytokines (Vasina et al., 2011). Ainsi, l’interaction 

entre les MPs et les monocytes exerce un rôle immuno-modulateur en induisant leur 

différenciation en phagocytes professionnels résidents. 
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1.5.5 Implications physiologiques et pathologiques des macrophages 
Les macrophages jouent un rôle important dans le développement de nombreux tissus, si ce 

n’est tous, en régulant leur excroissance, leur organisation et leur remodelage. De plus, les 

macrophages sont essentiels pour le maintien de l’homéostasie et remplissent de 

nombreuses fonctions immunologiques. Ainsi, une dérégulation des macrophages ou de 

leurs fonctions est souvent associée au développement, au maintien ou à une aggravation 

des pathologies auxquelles ils sont associés. 

Les macrophages sont des agents clés de plusieurs maladies chroniques, telle que 

l’athérosclérose, qui est caractérisée par une augmentation de la perméabilité des cellules 

endothéliales, l’accumulation de LDL et la formation de cellules spumeuses dans l’espace 

sous-endothélial, la migration et la prolifération de cellules de muscles lisses, la production 

de tissus conjonctifs et la néovascularisation. La rupture de plaque est le point culminant de 

cette maladie, qui peut aboutir à une thrombose, un infarctus du myocarde ou un accident 

vasculaire cérébral (Lusis, 2000; Ross, 1999). Les macrophages représentent la principale 

sous-population de leucocytes dans les plaques, où ils se différencient à partir des 

monocytes recrutés dans la circulation. Ils phagocytent alors de grandes quantités de LDL 

oxydés et deviennent des cellules spumeuses. Dans les plaques, les macrophages et les 

cellules spumeuses subissent une mort cellulaire. Ils contribuent ainsi au dépôt d’une masse 

croissante de lipides extracellulaires formant un corps lipidique, et induisent 

l’amincissement du cap fibreux en libérant de nombreux médiateurs pro-inflammatoires et 

métalloprotéinases matricielles, caractéristiques d’une plaque instable prête à rompre 

(Moore and Tabas, 2011). De plus, la déficience de ces macrophages dans l’élimination des 

cellules apoptotiques participe à la progression de la maladie via la formation et 

l’accroissement de corps nécrotiques dans la plaque et la susceptibilité à l’athérothrombose 

(Tabas, 2010). 

Les macrophages sont également impliqués dans le cancer, où ils peuvent avoir un rôle 

protecteur ou amplificateur, selon le sous-type de macrophages impliqué (Nardin and 

Abastado, 2008). À l’inverse, les tumeurs peuvent influencer le phénotype des 

macrophages et les faire passer d’un phénotype anti-tumoral, potentiellement hostile, vers 

un phénotype soutenant la malignité (Pollard, 2009). Un rôle protecteur a été décrit pour les 
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macrophages M1, qui activent des mécanismes d’élimination de tumeurs et amplifient les 

réponses de type Th1, fournissant ainsi une boucle de régulation positive dans les réponses 

anti-tumorales (Biswas and Mantovani, 2010). En revanche, les macrophages M2 

soutiennent la croissance tumorale; d’ailleurs ces macrophages représentent la majorité des 

macrophages associés aux tumeurs (Qian and Pollard, 2010). Ainsi, dans la plupart des cas, 

les macrophages soutiennent la progression et la malignité des tumeurs (Condeelis and 

Pollard, 2006; Mantovani et al., 2006). La densité de macrophages dans les tumeurs 

humaines corrèle avec un faible pronostique dans plus de 80 % des cas (Bingle et al., 

2002). Les macrophages synthétisent des cytokines pro-inflammatoires qui engagent 

d’autres cellules immunitaires pour soutenir l’inflammation chronique qui permet 

l’initiation et la propagation de la tumeur (Balkwill and Mantovani, 2012). Dans les 

tumeurs établies, les macrophages stimulent la migration et l’invasion des cellules 

tumorales, ainsi que la réponse angiogénique nécessaire à la croissance tumorale. Tous cela 

permet aux cellules tumorales de devenir métastatiques, facilitant leur évasion dans les 

systèmes circulatoires et lymphatiques (Hanahan and Coussens, 2012; Qian and Pollard, 

2010). Les macrophages modulent le micro-environnement tumoral. Ils expriment des 

protéases, telles que les métalloprotéinases matricielles, qui clivent la matrice extra-

cellulaire, permettant ainsi le passage des cellules tumorales pour la libération de facteurs 

de croissance qui soutiennent l’invasion tumorale et les métastases (Kessenbrock et al., 

2010; Mason and Joyce, 2011). Les macrophages jouent également un rôle important dans 

l’angiogenèse tumorale, nécessaire à la transition vers un état malin (Qian and Pollard, 

2010), via la sécrétion de nombreuses molécules angiogéniques, telles que des membres de 

la famille VEGF, TNf-, IL-1, IL-8 ou PDGF (Murdoch et al., 2008; Stockmann et al., 

2008). 

Les macrophages sont aussi impliqués dans les maladies auto-immunes, comme l’arthrite 

rhumatoïde, où le M-CSF est produit de manière constitutive par les fibroblastes synoviaux 

pour permettre le recrutement des monocytes et macrophages (Hamilton, 2008). Des souris 

mutantes présentant une perte de fonction pour CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1, M-

CSF) sont résistantes à l’arthrite induite par le collagène, alors que l’administration de M-

CSF dans des souris sauvages aggrave la maladie (Campbell et al., 2000). Par ailleurs, 
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l’ablation des macrophages inhibe la progression de l’arthrite rhumatoïde (Hamilton, 2008), 

démontrant leur implication dans la progression de la maladie.  

Enfin, les macrophages sont extrêmement importants dans les infections virales. Dans les 

hépatites B et C, les macrophages du foie (cellules de Küpffer) sont impliqués dans la 

reconnaissance virale, la composition en cytokines et autres médiateurs solubles du foie 

infecté, l’inflammation chronique et, enfin, les complications associées à l’infection 

(cirrhose, fibrose ou carcinome hépatocellulaire) (Heydtmann, 2009). Les macrophages 

sont parmi les premières cellules infectées lors de la primo-infection par le Virus de 

l’Immunodéficience Humaine (VIH-1), et participent activement à la réplication virale 

(Aquaro et al., 2002). De plus, les macrophages sont des réservoirs de l’infection et 

possèdent des caractéristiques favorisant la dissémination du virus. Ils sont naturellement 

résistants aux effets cytopathiques du virus et persistent après l’infection. Ils peuvent 

également archiver des virions après leur synthèse et les transmettre aux cellules 

environnantes, en plus de sécréter des chimiokines qui permettent le recrutement des 

lymphocytes T dans les tissus infectés (Carter and Ehrlich, 2008). Enfin, la capacité des 

macrophages à traverser la barrière entre le sang et les tissus, fait de ces cellules de 

puissants agents de transmission du virus à tous les tissus et organes, dont le cerveau, où ils 

représentent la majorité des cellules infectées par le virus (Perno et al., 2006). Enfin, suite à 

une infection par le virus Ebola, les macrophages sécrètent des cytokines et chimiokines 

pro-inflammatoires ainsi que du TF. De plus, la suppression des réponses interféron les 

empêche d’inhiber la réplication virale. Ceci a pour conséquences, une augmentation de la 

perméabilité endothéliale, le recrutement de cellules cibles supplémentaires, mais aussi la 

dissémination d’une importante coagulation intravasculaire (Ansari, 2014). De plus, les 

nombreux médiateurs libérés par les macrophages infectés induisent l’apoptose des 

lymphocytes, induisant ainsi une lymphopénie et la détérioration du système immunitaire 

(Bray and Geisbert, 2005). 
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1.6 Raisonnement, hypothèse et objectifs de recherche 

1.6.1 Raisonnement 
Les plaquettes sont produites dans la moelle osseuse à partir de leurs cellules progénitrices, 

les MK. Bien que dépourvues d’ADN génomique, les plaquettes contiennent des ARNm 

qu’elles sont capables de traduire en protéines. De plus, notre équipe a démontré que les 

plaquettes contiennent une quantité abondante et diversifiée de microARN, suggérant un 

rôle biologique possiblement important pour ces derniers. 

Les microARN sont de petits ARN non-codants de 19 à 24 nt de long impliqués, de 

manière séquence-spécifique, dans la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des 

gènes. Prédits pour réguler ~60 % des gènes chez l’humain, les microARN sont impliqués 

dans de nombreux processus biologiques. Découverts à l’intérieur des cellules, les 

microARN ont récemment été détectés dans différents fluides biologiques, et sont présents 

en quantité importante dans la circulation sanguine, où ils servent de biomarqueurs ou 

participent aux communications intercellulaires. Les microARN extracellulaires circulent 

dans les fluides corporels sous une forme intègre, malgré une activité ribonucléasique 

élevée, indiquant qu’ils sont, en quelque sorte, protégés d’une éventuelle dégradation. Il y a 

au moins deux possibilités pour expliquer la remarquable stabilité des microARN 

circulants: (i) ils sont protégés sous la forme de complexes RNP, ou (ii) ils sont protégés à 

l’intérieur de vésicules d’origine membranaire, tel que les MPs, les exosomes et/ou les 

corps apoptotiques. 

Les MPs sont de petites vésicules dérivées des membranes cellulaires et produites durant 

l’activation cellulaire, ou au début de l’apoptose, qui ont un diamètre compris entre 0.1 et 1 

µm. Elles présentent à leur surface la plupart des protéines membranaires de leurs cellules 

d’origine et contiennent du matériel génétique issu de ces dernières. D’ailleurs, les MPs 

dérivés des plaquettes représentent le sous-type de MPs le plus abondant dans la 

circulation.  

1.6.2 Hypothèse 
Nous avons ainsi émis l’hypothèse que, suite à un stimulus, les plaquettes sont capables de 

libérer leur contenu en microARN dans les MPs, qui peuvent ensuite être internalisées par 
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des cellules réceptrices et y livrer des microARN d’origine plaquettaire capables de réguler 

l’expression de leurs gènes et leurs fonctions. 

1.6.3 Objectifs 
Les objectifs de ma thèse consistent à (i) déterminer la capacité des microARN de MPs de 

plaquettes à réguler l’expression des gènes de cellules HUVEC réceptrices, et (ii) étudier la 

capacité des MPs de plaquettes à reprogrammer l’expression génique et la fonction de 

macrophages primaires humains.  
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Chapitre 2: Les plaquettes activées peuvent délivrer des 
complexes régulateurs d’ARNm Ago2microARN dans 
les cellules endothéliales via les microparticules  
Titre court: Régulation génique des cellules endothéliales par miR-223 plaquettaire 

2.1 Résumé 
Les plaquettes jouent un rôle crucial dans le maintien de l’hémostase et dans la thrombose. 

Suite à leur activation, les plaquettes libèrent des microparticules (MPs) qui contiennent du 

matériel génétique qu’elles peuvent transmettre à une cellule réceptrice pour y induire des 

effets biologiques. Les plaquettes contiennent une quantité abondante et diversifiée de 

microARN, et leurs MPs représentent le sous-type de MPs le plus abondant dans la 

circulation. Dans cette étude, nous démontrons que les plaquettes activées à la thrombine 

libèrent préférentiellement leur contenu en miR-223 dans des MPs. Ces MPs sont 

internalisées par les cellules HUVEC, conduisant à l’accumulation de miR-223 

plaquettaire. Les MPs contiennent des complexes Ago2miR-223 fonctionnels capables de 

réguler l’expression d’un gène rapporteur dans les HUVEC. De plus, miR-223 des MPs 

régule l’expression de deux gènes endogènes dans les HUVEC, à la fois au niveau de 

l’ARNm et de la protéine. Nos résultats appuient un scénario dans lequel les MPs peuvent 

agir comme des transporteurs intercellulaires de complexes Ago2microARN capables de 

réguler l’expression des gènes des cellules endothéliales, et possiblement d’autres cellules 

réceptrices du système circulatoire.  
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KEY POINTS 

 Activated platelets release microRNA miR-223 preferentially through 

microparticles (MPs) that can be internalized by endothelial cells; 

 Platelet MP-derived Ago2•microRNA complexes are functional and can regulate 

endogenous gene expression in recipient endothelial cells.   
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2.2 Abstract 
Platelets play a crucial role in the maintenance of hemostasis as well as in thrombosis. 

Upon activation, platelets release small membrane-bound microparticles (MPs) containing 

bioactive proteins and genetic materials from their parental cells, that may be transferred to, 

and exert potent biological effects in, recipient cells of the circulatory system. Platelets 

have been shown to contain an abundant and diverse array of microRNAs, and platelet-

derived MPs are the most abundant microvesicles in the circulation. Here we demonstrate 

that human platelets activated with thrombin preferentially release their miR-223 content in 

MPs. These MPs can be internalized by human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), 

leading to the accumulation of platelet-derived miR-223. Platelet MPs contain functional 

Ago2•miR-223 complexes that are capable of regulating expression of a reporter gene in 

recipient HUVEC. Moreover, we demonstrate a role for platelet MP-derived miR-223 in 

the regulation of two endogenous endothelial genes, both at the messenger RNA (mRNA) 

and protein levels. Our results support a scenario by which platelet MPs may act as 

intercellular carriers of functional Ago2•microRNA complexes that may exert heterotypic 

regulation of gene expression in endothelial cells, and possibly other recipient cells of the 

circulatory system.  
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2.3 Introduction 

Platelets are discoid, anucleate cytoplasmic fragments released by bone marrow 

megakaryocyte precursor cells into the circulation, where they play a central role in the 

maintenance of hemostasis as well as in thrombosis (Michelson, 2003). Platelets are 

recruited to, and are activated at, sites of damaged vessel walls or atherosclerotic plaques, 

adjacent to the endothelial lining. 

We reported that human platelets contain an abundant and diverse array of microRNAs 

(Landry et al., 2009; Ple et al., 2012a) that may be involved in regulating platelet 

messenger RNAs (mRNAs) (Landry et al., 2009), protein synthesis (Kondkar et al., 2010) 

and reactivity (Nagalla et al., 2011). MicroRNAs are 19 to 24-nucleotide (nt) non-coding 

RNAs (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001) generated by the ribonuclease III 

Dicer (Provost et al., 2002) and incorporated into effector Argonaute 2 (Ago2) complexes 

(Meister et al., 2004). The biological role of microRNAs is linked mainly to their ability to 

act in concert and mediate sequence-specific regulation (mainly repression) (Pillai et al., 

2005) of mRNA translation through recognition of specific binding sites usually located in 

the 3’ untranslated region (UTR). Predicted to regulate ~60% of the genes in human 

(Bartel, 2009), microRNAs may be implicated in the regulation of every cellular process, 

and changes in their expression and/or function have been associated with human genetic 

diseases (Chang and Mendell, 2007; Kloosterman and Plasterk, 2006). 

Whereas the majority of microRNAs are found intracellularly, a number of microRNAs 

have also been detected outside of cells, in various body fluids, such as serum or plasma 

(Chen et al., 2008). Circulating microRNAs may be found in exosomes (Valadi et al., 

2007), shedding vesicles (Cocucci et al., 2009), and apoptotic bodies (Zernecke et al., 

2009), as well as in vesicle-free ribonucleoprotein complexes, in association with Ago2 

(Arroyo et al., 2011) or high-density lipoproteins (HDL) (Vickers et al., 2011). 

Activated platelets may also release microparticles (MPs), small extracellular vesicles 

ranging from 0.1 to 1 µm in diameter shed from the cytoplasmic membrane. The MPs 

derived from platelets are the most abundant cell-derived MP subtype in the circulation 

(Berckmans et al., 2001) and may contribute to inflammatory diseases, such as arthritis 
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(Boilard et al., 2010) and atherosclerosis (Rautou et al., 2011b). In addition to share the 

surface markers of their parental cells, MPs carry a broad variety of cytoplasmic 

components, including proteins, DNA and RNA (Cocucci et al., 2009). These small lipid 

vesicles may thus act as intercellular carriers and deliver bioactive proteins and RNAs to 

recipient cells, including mRNAs (Risitano et al., 2012) and small mRNA regulatory 

microRNAs (Diehl et al., 2012). MPs may thus play an important role as a cargo of genetic 

information from one cell type to another across the circulatory system (Cocucci et al., 

2009), including the endothelial cells that line the inner surface of the vasculature.  

The relative abundance and diversity of platelet microRNAs (Landry et al., 2009; Ple et al., 

2012a), the propensity of platelets to release MPs upon activation (Boilard et al., 2010), the 

microRNA content of platelet-derived MPs (Hunter et al., 2008) and the relatively high 

level of circulating microRNAs originating from platelets (Willeit et al., 2013) prompted us 

to investigate the possible intercellular transfer of platelet microRNAs via MPs and assess 

their capacity for heterotypic regulation of gene expression in recipient endothelial cells.  

2.4 Materials and Methods 

2.4.1 Platelet purification, activation and microparticle (MP) 
isolation 
Platelets were isolated from venous blood, as previously described (Landry et al., 2009), 

harvested by centrifugation at 1,000 g for 10 min and resuspended at 108 platelets/ml in 

Hepes-Tyrode buffer (130 mM NaCl, 3 mM KCl, 0.3 mM Na2HPO4, 12 mM NaHCO3, 20 

mM HEPES, 5 mM monohydrate D-glucose, 0.5 mM MgCl2, pH 7.4). Platelet activation 

and MP release was induced upon incubation with 0.1 U/ml thrombin (Sigma Aldrich) for 

15 or 60 min at 37°C with gentle agitation. Platelet activation was stopped by addition of 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 20 mM final), and platelets were pelleted by 

centrifugation at 3,200 g for 10 min. The supernatant was centrifuged again to prepare a 

platelet-free releasate, which was used for MP isolation. MPs were harvested by 

centrifugation at 20,000 g for 90 min at 18°C, and either resuspended in Hepes-Tyrode 

buffer for cell co-incubations or its RNA extracted by addition of TRIzol (Invitrogen). The 

supernatant fraction was collected, snap-frozen and stored at -80°C until analyses. 
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2.4.2 Flow cytometry  

Platelets and the MP fractions were analyzed by flow cytometry to determine their 

activation status and origin, respectively. Platelets were labeled with CD62P-R-

phycoerythrin (PE) and CD41a-anti-allophycocyanin (APC) (BD Biosciences), and MPs 

with CD41a-APC (BD Biosciences). Approximately 10% of unstimulated expressed 

CD62P at their surface, suggesting that our freshly isolated platelets were minimally 

activated, as compared to ~98% of the platelets activated with thrombin (Supplementary 

Figure S1).  

MPs (1 µl) were diluted in 100 µl of phosphate buffered saline (PBS) and incubated in the 

presence of APC-conjugated mouse IgG (isotype) or APC-conjugated anti-human CD41a 

(BD Biosciences) for 30 min. Then, the samples were diluted to 500 µl in PBS and 

analyzed cytofluorometrically using a forward-scattered (FSC) light coupled to a 

photomultiplier tube (PMT) option (FSC-PMT) (BD Biosciences) mounted on a 

fluorescence-activated cell sorting (FACS) Canto II SORP FACS Canto II equipped with 

PMT option (BD Biosciences). The cytometer was calibrated before all data acquisitions 

using BD cytometer Setup and Tracking beads (BD Biosciences).  

2.4.3 Cell culture  
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) (AllCells) were cultured in Endothelial 

Growth Medium (EGM) supplemented with bovine brain extract (Cedarlane) and 

maintained at 37°C under 5% CO2. For all experiments, HUVEC were used between 

passages 2 to 6. For transfection, 5x105 cells were transfected by nucleofection on a 

Nucleofector II apparatus (Amaxa Biosystems) using the AMAXA HUVEC Nucleofector 

kit (Lonza). Twenty-four hours later, the culture medium was changed and MPs were added 

for up to 48 h of co-incubation.  

2.4.4 Production of labeled MP and HUVEC-MP co-incubation 
assays 
Isolated human platelets (108 platelets/ml in Hepes-Tyrode buffer) were incubated with 1 

µM CellTracker™ Orange CMTMR (5-(and-6)-(((4-Chloromethyl) Benzoyl) Amino) 

Tetramethylrhodamine) (Invitrogen) for 15 minutes at 37°C in darkness, prior to platelet 
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activation with 0.1 U/ml thrombin. The labeled platelet-derived MPs were recovered by 

centrifugation, resuspended in Hepes-Tyrode buffer, and counted by flow cytometry. 

HUVEC were incubated with fluorescent MPs at a ratio of 1:100 (HUVEC:MPs) for up to 

48 h at 37°C under 5% CO2. MP internalization were evaluated by confocal microscopy 

analysis with a spinning disc confocal microscope using a ×63 objective (Quorum Spinning 

Disc Wave FX, Quorum Technologies). Up to 24 images, corresponding to as many 0.5 

µm-thick layers, were acquired using the Volocity software (PerkinElmer). Single 

representative images of the central layers are shown.  

2.4.5 RNA extraction, microRNA quantification and gene expression 
studies 
Total RNA was extracted from platelet-derived MPs and HUVEC using TRIzol reagent 

(Invitrogen), and from the supernatant fraction using miRVana PARIS kit (Ambion). 

Reverse transcription reactions were performed with 1 µg total RNA using HiFlex 

miSCRIPT RTII kit (Qiagen) after DNase I treatment (Invitrogen). Mature miR-223 and 

two selected mRNAs were detected by quantitative PCR (qPCR) using miScript Primer 

Assay kit and SYBR Green (Qiagen). Small nuclear RNA U6 (RNU6) (for miR-223) and 

GAPDH (for mRNAs) were used as reference genes for relative quantitation using the 2^-

ΔΔCt method (Schaefer et al., 2010). The sequence of the oligonucleotides used for qPCR 

quantitation of selected endothelial mRNAs are provided in Supplementary Table S1.  

2.4.6 Immunoprecipitation and functional assay of Ago2microRNA 
complexes 
MPs derived from activated platelets were lysed in RNA immunoprecipitation (RIP) lysis 

buffer, and the lysates cleared by centrifugation prior to immunoprecipitation using protein 

G-agarose beads (Roche) conjugated with anti-Ago2 antibody (clone 2E12-1C9, Abnova) 

or isotypic IgG control (anti-FLAG; Sigma-Aldrich), as described previously (Landry et al., 

2009; Perron et al., 2011). Ago2-associated miR-223 was isolated by phenol/chloroform 

extraction and ethanol precipitation, reverse transcribed with the miScript II RT kit 

(Qiagen), and analyzed by qPCR using hsa-miR-223 miScript Primer Assay (Qiagen).  

Ago2•miR-223 function was evaluated in RNA-induced silencing complex (RISC) activity 

assays, as previously described (Landry et al., 2009). 
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2.4.7 Reporter gene activity assays 
Reporter gene activity assays were performed essentially as described previously (Pepin et 

al., 2012; Ple et al., 2012a; Ple et al., 2012b). A miR-223 reporter construct was created by 

inserting a sequence complementary to hsa-miR-223 in the Xba1 site of pRL-CMV vector 

(Promega), downstream of the Renilla luciferase (Rluc) reporter gene. pRL-CMV-3’UTR 

Ephrin A1 (EFNA1) and pRL-CMV-3’UTR F-box and WD-40 domain protein 7 (FBXW7) 

constructs were engineered by amplifying and cloning their 3’UTR element downstream of 

the Rluc reporter gene in pRL-CMV vector. All the constructs were verified by DNA 

sequencing. pGL4.51 vector (Promega) expressing Firefly luciferase (Fluc) was used as a 

normalization control. Both pRL-CMV and pGL4.51 constructs were co-transfected in 

HUVEC 24 h prior to incubation with MPs for up to 48 h. Rluc and Fluc activities were 

measured with Dual Glo luciferase reagents (Promega) using a luminometer (Dynex 

Technologies). 

2.4.8 Western blot analysis 

Protein extracts were analyzed by 10% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS)-PAGE and 

immunoblotting using anti-Ago2 (Abnova), anti-EFNA1 (Abcam), anti-FBXW7 

(Invitrogen) and anti-β-actin (AC-40; Sigma) antibodies, followed by enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection and densitometric analyses, as described previously 

(Landry et al., 2009; Pepin et al., 2012). 

Blood collection from healthy volunteers (adult Caucasians of both sexes from the 

immediate region of Quebec city) was approved by our institutional human ethics 

committee. The participants provided their written informed consent to participate in this 

study in accordance with the Declaration of Helsinki, as approved by our institutional 

human ethics committee. 

2.5 Results 

2.5.1 Activated platelets release MPs that contain miR-223 

Flow cytometry analyses of MPs purified from resting or thrombin-activated platelets 

unveiled a predominant population of MPs approximately 100 to 400 nm in diameter 
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which, together with platelet glycoprotein CD41a surface expression (Figure 1A), 

confirmed the platelet origin of these microparticles (Cloutier et al., 2013). 

The number of MPs released from platelets significantly increased by 2.1 fold as early as 

15 min after stimulation with thrombin (Figure 1B). This increase reached up to 7.3 fold 

after 60 min. Knowing that platelets can release microRNAs (Hunter et al., 2008; Willeit et 

al., 2013) and that microvesicles may contain microRNAs (Cocucci et al., 2009), we 

assessed whether activated platelets release miR-223, one of the most abundant platelet 

microRNA (Landry et al., 2009; Ple et al., 2012a), either directly into the supernatant or 

through MPs. Little or no changes were observed in supernatant microRNA levels (Figure 

1C). However, we observed a significant ~60-fold increase in MP miR-223 levels 60 min 

after platelet activation with thrombin, as compared to baseline (Figure 1C), suggesting that 

thrombin-activated platelets may preferentially release miR-223 through MPs. 

2.5.2 Platelet-derived MPs contain functional Ago2miR-223 effector 
complexes 

MicroRNAs are known to guide effector complexes containing Ago proteins, such as Ago2 

(Meister et al., 2004), for the regulation of specific mRNAs through translational 

repression, mRNA destabilization or a combination of the two (Bartel, 2009). Immunoblot 

analysis of platelet-derived MP protein extracts revealed the presence of Ago2 proteins 

(Figure 2A, lane 2) which, together with the presence of MP miR-223, prompted us to 

verify if Ago2 and miR-223 exist in MPs in the form of a complex.  

With the aim to subsequently study the role of platelet-derived MP microRNAs in 

regulating endothelial cell gene expression, we selected a microRNA that is highly 

abundant in platelets, while being expressed at very low levels in endothelial cells, i.e. 

miR-223 (Diehl et al., 2012; Hunter et al., 2008; Landry et al., 2009; Voellenkle et al., 

2012). Ago2 immunoprecipitation (IP) followed by qPCR detection of miR-223 unveiled 

the existence of an Ago2•miR-223 complex in MPs released from thrombin-activated 

platelets (Figure 2B). The levels of miR-223 associated with MP Ago2 proteins were 

enriched by more than 300 fold compared to an isotypic control IgG (anti-FLAG antibody) 

(Supplementary Figure S2). 
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To determine whether MP Ago2•miR-223 complexes are functional, we performed RISC 

activity assays in which MP or platelet protein extracts were incubated in the presence of a 
32P-labeled RNA sensor bearing a sequence complementary to hsa-miR-223. We observed 

the cleavage of the RNA sensor into a 39-nt RNA product (Figure 2C), supporting the 

functionality of Ago2•miR-223 complexes present in MPs released from activated platelets. 

Together, these results suggest that platelet-derived MPs can participate to intercellular 

communication by delivering functional Ago2•microRNA complexes to recipient cells. 

2.5.3 Platelet-derived MPs are internalized by HUVEC 
First, we used confocal fluorescence microscopy to determine if platelet-derived MPs could 

be internalized by HUVEC. We observed the presence of well-defined punctate signals in 

the cytoplasm of HUVEC exposed to fluorescently labeled platelet-derived MPs for 1 h 

(Figure 3A, 2nd upper panel), which is consistent with the internalization of platelet-derived 

MPs by HUVEC. The fluorescent signal persisted for at least 24 h, raising the issue as to 

whether this is due to the continuous uptake of MPs or the stability of MPs in HUVEC. To 

verify that possibility, we coincubated HUVEC with labeled MPs for 3 h, to allow MP 

internalization, before washing the cells, changing the medium and prolonging the 

incubation period to 48 h. We observed that the cytoplasmic punctate staining of HUVEC, 

conferred by the fluorescent MPs, persisted for 48 h in the absence of exogenous MPs 

(Figure 3B, upper panels). We noticed that the fluorescence seemed to have diffused over 

time (Figures 3A and 3B), which is in accordance with the release of the MP content in the 

HUVEC cytoplasm.  

2.5.4 Platelet-derived MPs can deliver functional Ago2miR-223 
effector complexes to HUVEC 

Knowing that platelet-derived MPs contain an appreciable amount of micoRNAs (Diehl et 

al., 2012; Hunter et al., 2008), we wanted to determine if MPs could deliver their 

microRNA content to HUVEC after their internalization. Focuing on miR-223, which is 

highly abundant in platelets (Landry et al., 2009) but weakly expressed in HUVEC 

(Voellenkle et al., 2012), we observed a 22-fold increase in HUVEC miR-223 levels as 

early as 1 h after incubation with platelet-derived MPs (Figure 4A). This significant 
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enrichment in HUVEC miR-223 levels persisted for up to 48 h, compared to HUVEC 

incubated without MPs. The marked increase and persistence of elevated miR-223 levels in 

HUVEC may provide the conditions and time window necessary for platelet-derived 

Ago2•miR-223 to regulate HUVEC gene expression.  

To verify this, we transiently transfected HUVEC with a reporter gene construct, in which 

Rluc was placed under the control of a miR-223 binding site, prior to incubation with 

platelet-derived MPs. We observed a significant 44% decrease in HUVEC reporter gene 

activity induced by coincubation with MPs (Figure 4B). These results indicate that platelet 

MP-derived Ago2•miR-223 complexes can target specific mRNAs and exert gene 

regulatory effects in recipient endothelial cells. 

2.5.5 Platelet MP-derived miR-223 can regulate HUVEC gene 
expression at the mRNA level 

To investigate whether MP miR-223 derived from platelets can regulate endogenous 

HUVEC gene expression, we searched for potential endothelial mRNA targets of platelet 

miR-223, and identified two mRNA candidates: (i) FBXW7, an onco-suppressor protein 

and validated mRNA target of miR-223 (Moberg et al., 2001), and (ii) EFNA1, a 

glycosylphosphatidyl inositol (GPI)-anchored receptor tyrosine kinase ligand (Hirai et al., 

1987). FBXW7 and EFNA1 mRNAs harbor four and one conserved miR-223 binding sites 

in their 3’UTR, respectively (Supplementary Figure S3) (Xu et al., 2010). 

Using a reporter gene-based assay in HUVEC, we observed a significant 47% and 31% 

downregulation of Rluc reporter gene activity induced upon coincubation with MPs and 

conferred by the 3’UTR of FBXW7 (Figure 5A, left panel) and EFNA1 (Figure 5A, right 

panel) mRNAs, respectively. These results indicate that platelet-derived MPs can modulate 

gene expression through regulatory elements located in the 3’UTR of two selected 

endothelial mRNAs.  

We observed a significant downregulation of endogenous FBXW7 and EFNA1 mRNA 

levels that reached a maximum of 51% (Figure 5B, left panel) and 28% (Figure 5B, right 

panel), respectively, within 6 h of exposure to MPs. To ascertain that these effects are 

mediated by platelet MP-derived miR-223, we transiently transfected HUVEC, with a 
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vector expressing a mRNA bearing a sequence complementary to miR-223 and acting as a 

miR-223 sponge, prior to incubation with MPs. As shown in Figure 5C, the miR-223 

sponge neutralized the downregulatory effects induced by platelet MPs on the endogenous 

FBXW7 (Figure 5C, left panel) and EFNA1 (Figure 5C, right panel) mRNA levels, and 

even enhanced EFNA1 mRNA levels above baseline. This latter observation may be due to 

the sequestration of endothelial miR-223, which may regulate endogenous FBXW7 

expression to a greater extent than EFNA1. These findings support a role for platelet MP-

derived miR-223 in regulating FBXW7 and EFNA1 expression at the mRNA level. 

2.5.6 Platelet MP-derived miR-223 can regulate HUVEC gene 
expression at the protein level 

The mRNA regulatory effects of platelet MP-derived miR-223 could be translated at the 

protein levels, as we observed a marked decrease in HUVEC FBXW7 protein levels as 

early as 18 h after exposure to platelet-derived MPs (Figure 6A, left panel). This effect 

persisted for up to 48 h, suggesting that platelet MP-derived miR-223 may influence 

endothelial gene expression for extended periods of time. HUVEC EFNA1 protein levels 

were also decreased by platelet-derived MPs, but only after 96 h of coincubation (Figure 

6A, right panel), which is probably due to a slower turnover of cellular EFNA1 proteins 

compared to FBXW7.  

Together, these results are consistent with a scenario by which activated platelets may 

deliver, through the release of MPs, mRNA regulatory Ago2•microRNA complexes to 

other cells of the cardiovascular system and regulate expression of endogenous genes in 

recipient cells, such as endothelial cells (Figure 6B). 

2.6 Discussion 

Although recent studies tend to support a mRNA regulatory role for platelet microRNAs 

(Kondkar et al., 2010) and Ago2•microRNA complexes (Landry et al., 2009) in platelet 

biology (Kondkar et al., 2010; Nagalla et al., 2011), the definite proof is still being sought, 

because of the challenge and intrinsic limitations associated to working with primary 

human platelets, including their relative refractoriness to transfection (Landry et al., 2009). 

The propensity of platelets to release MPs upon activation (Boilard et al., 2010), the 
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microRNA content of circulating MPs derived from platelets (Hunter et al., 2008), and the 

ability of MPs to transfer their content to recipient cells (Cocucci et al., 2009) made it 

tempting to investigate a possible role of platelet microRNAs outside of platelets.  

The pool of circulating microRNAs is composed of vesicle-associated as well as protein-

bound microRNAs that originate from different cell types, including platelets (Willeit et al., 

2013), from which the most abundant MP subtype in the circulation derive (Berckmans et 

al., 2001). In the present study, we found that thrombin-activated platelets release a 

majority of their miR-223 content in MPs, whereas minute amounts seem to be released 

directly into the supernatant. These findings are supported by Diehl et al. (Diehl et al., 

2012), who reported that a prominent amount of plasma microRNAs is associated to MPs. 

The increase in MP miR-223 levels correlated with, but was proportionally superior to, the 

number of MPs released by thrombin-activated platelets (~60-fold versus 7.3-fold). These 

results suggest that thrombin may induce the release of platelet MPs enriched in miR-223, 

compared to MPs produced spontaneously by resting platelets. However, MPs may not 

have the monopoly of intercellular microRNA transfer, as circulating microRNAs may also 

be delivered to target cells via HDL. Vickers et al. (Vickers et al., 2011) reported that miR-

223 complexed with HDL can be efficiently transferred to co-cultured hepatocytes, and 

influence expression of miR-223 targets in recipient cells. Our results suggest that activated 

platelets may not contribute, to a significant extent, to the pool of vesicle-free forms of 

circulating microRNAs that are either associated with Ago2 or HDL (Arroyo et al., 2011; 

Vickers et al., 2011). 

Platelets may also release microvesicles smaller than MPs, called exosomes (40 to 100 nm 

in diameter) (Heijnen et al., 1999), that may not have sedimented with MPs upon 

centrifugation at 20,000 g. Although miR-223 of exosomal origin could have contributed to 

the miR-223 signal detected in the supernatant fraction, its overall contribution to the pool 

of miR-223 released from activated platelets is almost negligible compared to MPs. The 

caveat has to be taken into account that the profile and mode of microRNA release from 

platelets may depend on the nature of the agonist(s), stimulatory and/or shear conditions.  

Released upon activation or apoptosis of almost every blood cell types (Mause and Weber, 

2010), MPs have been associated to a variety of pathologies, including arthritis (Boilard et 
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al., 2010) and atherosclerosis (Rautou et al., 2011b) as well as tumor progression, 

angiogenesis and metastasis (Rak, 2010). This may be explained by the ability of MPs to 

enhance vascular permeability (Cloutier et al., 2012), to promote inflammation (Boilard et 

al., 2010; Cloutier et al., 2013), and to act as a procoagulant (Owens and Mackman, 2011). 

Although cytokines may account for most of these biological effects (Mause and Weber, 

2010; Rautou et al., 2011b), it would not be prudent to dismiss a possible role for bioactive 

molecules other than cytokines, such as microRNAs, in MP-mediated effects in the 

circulatory system. 

MPs and other vesicles, such as exosomes and even apoptotic bodies, can act as carriers 

and mediate the horizontal transfer of proteins and RNAs between cells. For instance, 

mRNAs contained in murine mast cell-derived exosomes may be transferred to human mast 

cells and induce mouse protein expression (Valadi et al., 2007). Platelet-like particles were 

also shown to transfer their mRNA content to recipient vascular cells (Risitano et al., 

2012). Similarly, Zernecke et al. (Zernecke et al., 2009) demonstrated that miR-126 derived 

from endothelial apoptotic bodies could be efficiently delivered to neighboring endothelial 

cells and have an atheroprotective role in mouse. Our study demonstrating a role for 

platelet MPs in miR-223 delivery to recipient cells of endothelial origin, where it can 

modulate expression of endogenous genes, highlights the relative complexity, efficiency 

and functional importance of intercellular communications across the circulatory system. 

Even more so, considering the diversity of platelet microRNA sequences, (Ple et al., 2012a) 

as well as the number of cell types capable of exchanging, i.e. releasing, internalizing and 

integrating, genetic materials (or information) through different modes of intercellular 

transfer. In that context, a microvesicular carrier harboring specific surface proteins may 

confer a certain degree of specificity and provide a means of delivering platelet microRNAs 

to specific cells. In view of our findings, it may be reasonable to speculate that MPs 

released by activated platelets may communicate this “information” and modulate, indeed 

adapt, the responsiveness of the vasculature accordingly. The abundance of circulating MPs 

may underlie their relative importance in mediating normal regulatory functions and cell-

to-cell communications/coordinations, whose dysfunction may contribute to 

pathophysiological conditions (Boilard et al., 2010). 
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MPs of various origins contain microRNAs and can be internalized by recipient cells (Diehl 

et al., 2012; Hunter et al., 2008; Ismail et al., 2013). In this study, we report the 

internalization by HUVEC of platelet MP-derived miR-223 that maintains its functionality 

and regulates endothelial expression of two of its validated mRNA targets, i.e. FBXW7 and 

EFNA1. EFNA1 is a marker of liver cancer (Iida et al., 2005), whereas FBXW7 was 

unveiled as a general tumor suppressor in human cancer (Calhoun et al., 2003). Both genes 

are (down)regulated by miR-223 at the mRNA and protein levels. Mechanistically, MP-

derived miR-223 may regulate FBXW7 and EFNA1 gene expression, either through 

mRNA destabilization, inhibition of mRNA translation initiation, or both (Bartel, 2009). 

The fact that downregulation of mRNA levels preceeded that of protein levels militates in 

favor of miR-223-mediated destabilization of these two endothelial mRNAs. 

Although our results support the involvement of platelet-derived Ago2•microRNA 

complexes in regulating endothelial mRNA translation, we cannot exclude the possibility 

that MP microRNAs, free of Ago2 proteins, may integrate the microRNA machinery of 

endothelial cells to mediate their mRNA regulatory effects. As well, whether platelet-

derived microRNAs can mediate epigenetic effects in recipient cells should also be 

considered.  

MiR-223 may be implicated in cell proliferation (Wu et al., 2012), in osteoclast, erythroid 

or megakaryocyte differentiation (Sugatani and Hruska, 2007; Yuan et al., 2009) and in 

cancer (Li et al., 2011). Therefore, the delivery of platelet miR-223 to other cell types via 

MPs may have important implications that can only be magnified by the plurality of 

microRNA targets and the diversity of the microRNA population released through MPs. 

Such intercellular exchanges of microRNAs mediated by platelet-derived MPs may 

contribute to the gene expression programming of recipient cells and to the conditioning of 

the circulatory system under specific health and disease conditions associated with platelet 

activation.  

The in vivo relevance of this process has gained support from a recent study performed by 

Gidlöf et al. (Gidlof et al., 2013), in which the authors reported the (down)regulation of 

Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) gene expression in cultured HMEC-1 cells 

exposed to a microRNA (i.e., miR-320b) that is released upon platelet activation and found 
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to be depleted in platelet-containing thrombi aspirated from STEMI patients. The process 

that we documented may be manipulated and eventually lead to the development of new 

therapeutic modalities aimed to improve the circulatory function of cardiovascular patients.  

 

ACKNOWLEDGEMENTS 

This work was supported by Grant No. 286777 from the Canadian Blood 

Services/Canadian Institutes of Health Research (CIHR) Blood Utilization and 

Conservation Initiative via Health Canada (to P.P.).  

 

AUTHORSHIP CONTRIBUTIONS 

P.P. conceived and coordinated the project; B.L. led the project; B.L., E.B. and P.P. 

designed and planned the experiments; B.L., A.C., H.P., A-C.D. and N.C. performed the 

experiments and analyzed the data; all the authors commented/edited on the manuscript; 

B.L. and P.P. wrote the manuscript. 

 

DISCLOSURE OF CONFLICTS OF INTEREST 

The authors declare no conflicts or competing financial interests. 

  



 

 87 

  



 88 

2.7 Figures and legends 
 

 

  



 

 89 

Figure 1: Activated platelets release MPs that contain miR-223.  
(A-C) Human platelets were activated with thrombin (0.1 U/ml) for 15 or 60 min, and the 
MPs released were isolated by ultracentrifugation. (A) Representative flow cytometry 
analyses of the MP population derived from platelets activated with thrombin for 60 min. 
Because of the size heterogeneity of MPs (Beyer and Pisetsky, 2010), fluorescent Sky Blue 
microspheres, ranging from 90 nm to 3,200 nm in diameter (Spherotech), were used to 
calibrate our FACS and estimate the size of MPs. The CD41a+ events were portrayed as 
FSC and side-scattered light (SSC) PMT graph using the BD FACSDiva software. SSC, 
Side-scattered light. (B) MPs were counted by flow cytometry by a forward-scattered light 
(FSC) coupled to a photomultiplier tube. Results are expressed as the mean (± standard 
error of the mean; SEM) fold changes versus unstimulated platelets, used as a reference (n 
= 3 experiments). (C) The MP and supernatant fractions of thrombin-activated platelets 
were isolated and analyzed for their content in miR-223 by qPCR. Results were normalized 
by the 2^-ΔΔCt method, using RNU6 as a reference (Schaefer et al., 2010), and expressed as 
the mean (± SEM) fold changes versus unstimulated platelets (n = 3 experiments). Similar 
results were obtained by monitoring 4 additional microRNAs (data not shown). * p < 0.05 
versus baseline (Student’s t test). 
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Figure 2: Platelet-derived MPs contain functional Ago2●miR-223 effector complexes. 
(A-C) Human platelets (PLT) were activated with thrombin (0.1 U/ml) for 60 min, and the 
MP fraction was isolated by ultracentrifugation. Unstimulated platelets served as control 
(Landry et al., 2009). A) The presence of Argonaute 2 (Ago2) was assessed by immunoblot 
(IB) analysis using an anti-Ago2 antibody. (B) Protein extracts derived from the MP 
fraction were subjected to immunoprecipitation (IP) using anti-Ago2 antibody, followed by 
quantitative miR-223 detection by qPCR. Results were normalized by the 2^-ΔΔCt method, 
using RNU6 as a reference, and expressed as a percentage of the input (mean ± SEM; n = 4 
experiments). * p < 0.05 versus normal isotypic IgG, which was used as an IP control 
(Student’s t test). (C) The supernatant (S100) (50 µg proteins) fraction of protein extracts 
derived from platelets (PLT) or the MP fraction of thrombin-activated platelets were 
subjected to RNA target cleavage assays, using a 5’ end, 32P-labeled miR-223 RNA sensor. 
RNA was isolated by phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation, separated by 
denaturing 8% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)/7 M urea and visualized by 
autoradiography (n = 2 experiments). * indicates the 39-nt RNA product expected from 
Ago2-mediated endonucleolytic cleavage of the sensor. -, uncleaved 32P-labeled miR-223 
RNA sensor. 
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Figure 3: Platelet-derived MPs are internalized by HUVEC. 
(A-B) HUVEC were incubated, for the indicated periods of time (t), with fluorescently 
labeled MPs, at a HUVEC:MPs ratio of 1:100, and MP uptake was visualized by confocal 
microscopy (×63 objective) (upper panels). Cell morphology was visualized using 
differential interference contrast (DIC) (lower panels). (B) HUVEC were incubated with 
fluorescently labeled MPs for 3 h, and MP uptake was visualized by confocal microscopy 
after a 24 or 48-h washout period (upper panels). The images are representative of three 
independent experiments.   
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Figure 4: Platelet-derived MPs can deliver functional Ago2•microRNA effector 
complexes to HUVEC. 
(A) HUVEC were incubated with platelet-derived MPs for up to 48 h, and miR-223 
accumulation in HUVEC was quantitated by qPCR. Results were normalized by the 2^-ΔΔCt 
method, using RNU6 as a reference, and expressed as the mean (± SEM) fold changes 
versus baseline (n = 5 experiments). (B) HUVEC transiently expressing a Rluc reporter 
gene, harboring a binding site complementary to miR-223 (pRL-CMV-BS miR-223), were 
incubated (or not; control) with MPs derived from thrombin-activated platelets for 48 h 
prior to luciferase activity measurements. Results were normalized on Fluc activity, and 
expressed as mean (± SEM) percentage of control (n = 4 experiments). * p < 0.05; ** p < 
0.01 versus baseline or control (Student’s t test). 
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Figure 5: Platelet MP-derived miR-223 can regulate HUVEC gene expression at the 
mRNA level. 
(A) HUVEC transiently expressing a Rluc reporter gene, harboring the 3’UTR of FBXW7 
(pRL-CMV-3’UTR FBXW7) (left panel) or EFNA1 mRNA (pRL-CMV-3’UTR EFNA1) 
(right panel), were incubated (or not; control) with MPs derived from thrombin-activated 
platelets for 48 h prior to luciferase activity measurements. Results were normalized on 
Fluc activity, and expressed as mean (± SEM) percentage of control (n = 3 experiments). 
(B-C) HUVEC transiently expressing a miR-223 sponge (pRL-CMV-BS miR-223 vector) 
(C), or not (B), were incubated with platelet-derived MPs for up to 48 h, and FBXW7 (left 
panels) and EFNA1 (right panels) mRNA levels were quantitated by qPCR. Results were 
normalized by the 2^-ΔΔCt method, using GAPDH mRNA as a reference, and expressed as 
mean (± SEM) fold changes versus baseline (n = 5 experiments). * p < 0.05; ** p < 0.01; 
*** p < 0.0001 versus control or baseline (Student’s t test).  
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Figure 6: Platelet MP-derived miR-223 can regulate HUVEC gene expression at the 
protein level. 
(A) Protein extracts prepared from HUVEC, incubated or not with MPs derived from 
thrombin-activated platelets for up to 48 h or 96 h, were analyzed by immunoblotting (IB) 
using anti-FBXW7 (left upper panel; n = 3 experiments), anti-EFNA1 (right upper panel; n 
= 1 experiment) or anti-actin (lower panels) antibody, which was used as a loading control. 
The data were analyzed by densitometry and expressed as a percentage of control. (B) 
Proposed model for the intercellular transfer of functional Ago2•microRNA complexes 
between activated platelets and endothelial cells through the release of MPs. RNA pol II, 
RNA polymerase II.  
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2.8 Supplementary figures and tables  
 

 
 

Supplementary Figure S1: Flow cytometry measurement of platelet CD62p (P-
selectin) surface expression, a marker of platelet activation. 
Representative flow cytometry analysis of freshly isolated platelets, either unstimulated 
(resting; center panel) or stimulated for 15 min with 0.1 U/ml of thrombin (activated; right 
panel). Platelets were incubated with R-phycoerythrin (PE)-conjugated anti-human CD62 
(center and right panels) or isotypic mouse IgG (left panel) antibody (BD Biosciences) for 
30 min prior to analysis.  
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Supplementary Table S1: Sequence of the oligonucleotides used for qPCR 
quantitation of selected endothelial mRNAs.  
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Supplementary Figure S2: Detection of platelet MP-derived miR-223 association to 
Ago2 proteins. 
Protein extracts derived from the MP fraction of thrombin-activated platelets were 
subjected to immunoprecipitation (IP) using anti-Ago2 antibody, followed by quantitative 
miR-223 detection by qPCR. The results were normalized by the 2^-ΔΔCt method, using 
RNU6 as a reference, and expressed as a fold change versus RNU6 (n = 4 experiments). * p 
< 0.05 versus normal isotypic IgG (anti-FLAG antibody), which was used as an IP control 
(Student’s t test). 
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Supplementary Figure S3: Identification of potential miR-223 binding sites in the 
3’UTR of two selected endothelial cell mRNAs. 
(A-B) Upper panels, Schematic representation of human FBXW7 (A) and EFNA1 (B) 
mRNAs with their putative miR-223 binding sites predicted by at least 2 bioinformatic 
programs among miRanda, TargetScan and PicTar. Lower panels, Topology of the 
interaction between hsa-miR-223 and its putative binding site, as predicted by TargetScan.  
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Chapitre 3: Les microparticules de plaquettes 
reprogramment l’expression des gènes et la fonction des 
macrophages  
Titre court: Les microparticules de plaquettes reprogramment la fonction des 

macrophages 

3.1 Résumé 
Les MPs de plaquettes représentent le sous-type de MPs le plus abondant dans la 

circulation, et peuvent participer aux communications intercellulaires via la livraison 

de molécules bioactives, telles que des cytokines, des protéines, des lipides et de l’ARN. 

Nous démontrons dans cet article, que les MPs de plaquettes peuvent être internalisées par 

les macrophages primaires humains et y livrer miR-126-3p fonctionnel. L’augmentation 

des niveaux de miR-126-3p dans les macrophages n’est pas empêchée par l’actinomycine 

D, suggérant que l’enrichissement n’est pas dû à la transcription du gène du microARN. 

Les MPs diminuent, de manière dose dépendante, l’expression de quatre ARNm qui sont 

des cibles prédites de miR-126-3p, dont deux ont été confirmées au niveau de la protéine. 

L’effet des MPs sur l’expression des ARNm est annulé par l’utilisation d’une éponge à 

miR-126-3p, démontrant l’implication de miR-126-3p. Les analyses, par biopuces, du 

transcriptome complet de macrophages exposés à des MPs, ont révélé une expression 

différentielle de 66 microARN et 653 ARN supplémentaires. Plus spécifiquement, les MPs 

induisent une régulation à la hausse de 34 microARN et une régulation à la baisse connexe 

de 367 ARNs, dont les ARNm qui codent pour les cytokines/chimiokines CCL4, CSF1 et 

TNF. Ces changements sont accompagnés par une diminution de la sécrétion de ces 

cytokines/chimiokines par les macrophages, ainsi que par une augmentation de leur 

capacité de phagocytose. Ces découvertes démontrent que les MPs de plaquettes peuvent 

modifier le transcriptome des macrophages, et reprogrammer leur fonction vers un 

phénotype phagocytaire. 

 

Mots clés • Plaquettes / microparticules / macrophages / microARN / régulation génique  
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EXTRA TABLE 

What is known about this topic? 

 Platelet microparticles represent the most abundant microparticles subtype in the 

circulation 

 Circulating platelet microparticles are cleared from the circulation by macrophages 

 

What does this paper add? 

 Platelet microparticles can deliver functional miR-126-3p to regulate primary 

human macrophage gene expression, both at the mRNA and protein levels 

 Platelet microparticles reprogram macrophage function by decreasing 

cytokine/chemokine secretion and increasing their phagocytic capacity 
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3.2 Abstract 
Platelet microparticles (MPs) represent the most abundant MPs subtype in the circulation, 

and can mediate intercellular communication through delivery of bioactives molecules, 

such as cytokines, proteins, lipids and RNAs. Here, we show that platelet MPs can be 

internalized by primary human macrophages and deliver functional miR-126-3p. The 

increase in macrophage miR-126-3p levels was not prevented by actinomycin D, 

suggesting that it was not due to de novo gene transcription. Platelet MPs dose-dependently 

downregulated expression of four predicted mRNA targets of miR-126-3p, two of which 

were confirmed also at the protein level. The mRNA downregulatory effects of platelet 

MPs were abrogated by expression of a neutralizing miR-126-3p sponge, implying the 

involvement of miR-126-3p. Transcriptome-wide, microarray analyses revealed that as 

many as 66 microRNAs and 653 additional RNAs were significantly and differentially 

expressed in macrophages upon exposure to platelet MPs. More specifically, platelet MPs 

induced an upregulation of 34 microRNAs and a concomitant downregulation of 367 

RNAs, including mRNAs encoding for cytokines/chemokines CCL4, CSF1 and TNF. 

These changes were associated with reduced CCL4, CSF1 and TNF cytokine/chemokine 

release by macrophages, and accompanied by a marked increase in their phagocytic 

capacity. These findings demonstrate that platelet MPs can modify the transcriptome of 

macrophages, and reprogram their function towards a phagocytic phenotype.  

 

Keywords • Platelet / microparticle / macrophage / microRNA / gene regulation  
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3.3 Introduction 

Platelets are anucleate elements of the blood that play a central role in hemostasis and 

thrombosis (Michelson, 2003). Like numerous cell types, platelets release extracellular 

vesicles, known as microparticles (MPs), by budding of the plasma membrane upon 

activation. Platelet MPs (0.1 to 1 µm in diameter) harbor surface markers from their 

parental cells (Cocucci et al., 2009), represent the most abundant cell-derived MP subtype 

in the circulation (Arraud et al., 2014; Berckmans et al., 2001) and participate in 

inflammation (Boilard et al., 2010). Reflecting a balance between MP generation and 

clearance, the level of circulating MPs is increased in a variety of cardiovascular diseases; 

MPs are now considered as surrogate biomarkers of vascular disorders and thrombotic risk 

(Owens and Mackman, 2011; Rautou et al., 2011a). 

During platelet activation or apoptosis, phosphatidylserine (PS) exposure is thought to 

facilitate removal of MPs from the circulation by acting as an “eat me” signal for 

professional phagocytes, such as macrophages through β2-glycoprotein 1 or lactadherin-

dependent phagocytosis (Abdel-Monem et al., 2010; Dasgupta et al., 2009). This MP 

clearance by macrophages seems to take place mainly in the spleen, as splenectomized 

mice exhibit higher levels of circulating MPs than control mice. PS exposure on MPs may 

also support opsonization by the complement component C3b, allowing binding of 

opsonized MPs to complement receptor 1 (CR1) on erythrocytes, which are then 

phagocytosed by resident macrophages in the spleen (Flaumenhaft, 2006). 

Platelet MPs contain lipids, nucleic acids and proteins that can be transported and 

transferred to target cells (Aatonen et al., 2012; Loyer et al., 2014; Mause and Weber, 

2010). Playing an essential role in normal physiological functions, such as hemostasis and 

immunology (Aatonen et al., 2012; Owens and Mackman, 2011), platelet MPs are also 

associated with a plethora of pathological conditions, such as cancer, cardiovascular 

diseases, cerebrovascular diseases, hematologic diseases, type 2 diabetes, and autoimmune 

diseases such as rheumatoid arthritis, which attests of their biological significance as well 

as of the importance of intercellular communications in biology. For instance, platelet MPs 

were shown to induce differentiation of CD4+ T cells into T regulatory cells (Sadallah et 
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al., 2014), and they also induce monocytes differentiation into macrophages (Vasina et al., 

2011). 

Despite lacking a nucleus, platelets contain a complex transcriptome (Bray et al., 2013) and 

gene expression machinery that comprise a large pool of messenger RNAs (mRNAs) 

(Rowley et al., 2011; Schubert et al., 2014), a dynamic and regulated proteome (Warshaw 

et al., 1967), as well as a broad array of microRNAs (Landry et al., 2009; Ple et al., 2012a), 

which are 19 to 24-nucleotide (nt) non-coding RNA species that mediate sequence-specific 

post-transcriptional regulation of gene expression (Bartel, 2009). Recently, we (Laffont et 

al., 2013b) and others (Gidlof et al., 2013) have shown that platelet MPs can act as a 

vehicle to transfer genetic information to recipient endothelial cells and regulate gene 

expression. More recently, our group demonstrated that platelet MPs can deliver their cargo 

of nucleic acids, transcriptions factors and mitochondria to neutrophils through a new mode 

of platelet MP internalization involving the concerted activity of 12-lipoxygenase and 

secreted phospholipase A2-IIA (Duchez et al., 2015).   

 The relative abundance of platelet MPs in the circulation (Arraud et al., 2014; Berckmans 

et al., 2001), their rich content in microRNAs (Laffont et al., 2013b), the potential of 

platelet MPs to interact with numerous cell types of the circulatory system, the crosstalk 

between platelets and macrophages (Schrijvers et al., 2007), the capacity of the monocytic 

cell line THP-1 to internalize platelet MPs (Abdel-Monem et al., 2010) and that of splenic 

macrophages to mediate clearance of platelet MPs (Dasgupta et al., 2009), and the capacity 

of microvesicular microRNAs to mediate cell-cell communications (Hulsmans and 

Holvoet, 2013; Laffont et al., 2013b) prompted us to investigate if platelet MPs can 

regulate gene expression at least in part, through the delivery of functional microRNAs, and 

influence the phenotype of primary human macrophages. 

3.4 Materials and Methods 

3.4.1 Isolation of platelet-derived microparticles 
Blood collection from healthy volunteers (adult caucasians of both sexes from the 

immediate region of Quebec City) was approved by our institutional Human Ethics 

committee (i.e. Comité d’éthique de la recherche du CHUQ – Centre Hospitalier de 
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l’Université Laval). The participants provided their written informed consent to participate 

in this study, as approved by our institutional Human Ethics committee. Platelets were 

isolated from venous blood collected from healthy donors, harvested by centrifugation at 

1,000 g for 10 min and resuspended at 108 platelets/ml in Hepes-Tyrode buffer (130 mM 

NaCl, 3 mM KCl, 0.3 mM Na2HPO4, 12 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 5 mM 

monohydrate D-glucose, 0.5 mM MgCl2, pH 7.4), as previously described (Landry et al., 

2009). Platelet activation and MP release was induced by incubation with thrombin (0.1 

U/ml; Sigma Aldrich) for 60 min at 37°C under gentle agitation. Platelet activation was 

stopped by addition of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 20 mM final), and platelets 

were discarded by centrifugation at 3,200 g for 10 min. The supernatant was filtered 

through 0.8 µm pore filters (Corning) in order to avoid platelet contamination, and platelet 

MPs were harvested by centrifugation at 20,000 g for 90 min at 18°C, and resuspended in 

Hepes-Tyrode buffer for cell coincubations. Platelet MPs derived from 4 healthy blood 

donors were pooled, and several different pools of MPs were used in coincubation assays. 

Platelet MPs were analyzed by flow cytometry to determine their origin, number and size, 

as previously described (Laffont et al., 2013b; Rousseau et al., 2015). 

3.4.2 Primary human macrophages  

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors were isolated by Ficoll 

gradient centrifugation (GE Healthcare), and monocytes were isolated as previously 

described (Gobeil et al., 2012). Briefly, monocytes were separated from other PBMCs by 

adhesion for 2 h at 37°C in 150- by 20-mm tissue culture dishes. After washing with 

phosphate-buffered saline (PBS), monocytes were differentiated into macrophages by 

incubation in RPMI 1640 medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, 

Hyclone), 0.1 mM sodium pyruvate (Wisent bioproducts), 10 IU penicillin, 10 µg/ml 

streptomycin, 0.2 mM glutamine (Wisent bioproducts) and 25 ng/ml of Macrophage 

Colony-Stimulating Factor (M-CSF, Shenandoah Biotechnology Inc.) for 7 days. 

Macrophages were recovered by cell scraping following incubation with Accutase (Sigma) 

or Trypsin/EDTA (Wisent bioproducts). Macrophages were allowed to rest in the same 

medium, but lacking M-CSF, for at least 24 h before co-culture with platelet MPs. 
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For transfection, 7x105 cells were transfected by nucleofection using a Nucleofector II 

apparatus (Amaxa Biosystems) using the AMAXA Human Macrophage Nucleofector kit 

(Lonza). Twenty-four (24) h later, the culture medium was changed and platelet MPs were 

added to the cells for 48 h of coincubation.  

3.4.3 Macrophage coincubation with platelet MPs  
Isolated human platelets (108 platelets/ml in Hepes-Tyrode buffer) were fluorescently 

labeled by incubation with 1 µM CellTracker™ Orange CMTMR (5-(and-6)-(((4-

Chloromethyl)Benzoyl)Amino)Tetramethylrhodamine) or 1 µM CellTracker™ Red 

CMPTX dye (Invitrogen) for 15 min at 37°C in darkness, prior to platelet activation with 

0.1 U/ml thrombin. The fluorescent MPs were recovered by centrifugation, resuspended in 

Hepes-Tyrode buffer, and counted by flow cytometry. Macrophages were incubated with 

fluorescent platelet MPs at a ratio of 1:100 for up to 6 h at 37°C under 5% CO2. 

Macrophages were fixed and labeled with an anti-CD14 (mouse polyclonal, Acris 

antibodies, 6 µg/ml) 1 h at room temperature. Cells were washed three times with PBS and 

labeled with secondary anti-goat antibody conjugated with Alexa Fluor 647, Jackson 

ImmunoResearch). Nuclei were stained with 1 µg/ml of Hoestch 33342 (Invitrogen). 

Internalization of platelet MPs was confirmed by confocal microscopy with a Quorum 

Spinning Disc Wave FX microscope (Quorum Technologies) using a ×63 objective. 

Macrophages were also analyzed by flow cytometry to determine the percentage of 

apoptotic cells upon incubation in absence and presence of platelet MPs for up to 72 h, by 

using the FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen) and following the 

manufacturer’s protocol. 

3.4.4 Gene expression analysis  
Total RNA was extracted from primary human macrophages using TRIzol reagent 

(Invitrogen). Reverse transcription reactions were performed with 1 µg total RNA using 

miSCRIPT RT II kit (Qiagen) after DNase I treatment (New England Biolabs). MicroRNAs 

and mRNAs were detected by quantitative PCR (qPCR) with SYBR Green (Qiagen) using 

miScript Primer Assay kit (Qiagen) for microRNA detection or designed primers 

(Integrated DNA technologies) for mRNA detection. Small nuclear RNA U6 (RNU6) or 

miR-125b (for microRNAs) and GAPDH (for mRNAs) were used as reference genes for 
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relative quantification using the 2^-ΔΔCt method. The sequences or references of the 

oligonucleotides used for qPCR quantitation are provided in Table S1.  

3.4.5 Constructs and reporter gene activity assays  
Reporter gene activity assays were performed as previously described (Laffont et al., 

2013b). A miR-126-3p reporter construct (or sponge) was created by inserting a sequence 

complementary to hsa-miR-126-3p in the Xba1 site of pRL-CMV vector (Promega), 

downstream of the Renilla luciferase (Rluc) reporter gene. The constructs were verified by 

DNA sequencing. pGL4.51 vector (Promega) expressing the Firefly luciferase (Fluc) gene 

was used as a normalization control. The pRL-CMV and pGL4.51 constructs were co-

transfected in primary human macrophages 24 h prior to incubation with platelet MPs for 

48 h. Rluc and Fluc activities were measured with Dual Glo luciferase reagents (Promega) 

using a luminometer (Dynex Technologies). 

3.4.6 Western blotting  
Protein extracts prepared from primary macrophages were analyzed by 12% (w/v) sodium 

dodecylsulfate (SDS)-PAGE and immunoblotting using anti-ATF3 (Santa Cruz), anti-

ATP1B1 (Santa Cruz), and anti-tubulin (Sigma) antibodies, followed by enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection and densitometric analyses, as described previously 

(Pepin et al., 2012).  

3.4.7 Microarray analyses  
Primary macrophages from 12 healthy donors were incubated (MPs) or not (Naive) with 

platelet-derived MPs for 48 h, and total RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen). Three 

pools of RNA from 4 donors each were constituted prior to comparative analysis of 

microRNA and mRNA levels by microarray profiling using GeneChip® miRNA 3.0 and 

GeneChip® Human Transcriptome 2.0 arrays (Affymetrix), respectively. Data were 

analyzed with the Partek Genomics Suite 6.6 software (Partek Inc.). Samples from the same 

conditions were grouped and compared with each other by a one-way analysis of variance 

(ANOVA), to obtain a relative difference in fold-change and their significance (p-value), 

followed by a false discovery rate correction (q-value). RNAs were defined as differentially 

expressed according to the following criteria: (i) an expression level higher than the 
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background threshold (5.8 log2), (ii) a p-value lower than 0.05, and (iii) a fold-change 

higher or lower than 1.5. Similarly, microRNAs were defined as differentially expressed 

according to the following criteria: (i) an expression level higher than the background 

threshold (1.3 log2), (ii) a p-value lower than 0.05, and (iii) a fold-change higher or lower 

than 1.5. The correlation between differentially expressed microRNAs and their putative 

mRNA targets was determined using Partek Genomics Suite 6.6 software (Partek Inc.) and 

the MicroCosm Targets Version 5 algorithm available at http://www.ebi.ac.uk/enright-

srv/microcosm/htdocs/targets/v5/. Targets of miR-126-3p were selected according to the 

Pearson coefficient and the associated p-value. The pathways in which- the selected 

mRNAs are involved were identified using Ingenuity Pathway Analysis (IPA) tool 

(Ingenuity Systems). 

3.4.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
Macrophages were coincubated or not with platelet MPs for 48 h in 35-mm tissue culture 

dishes. The culture media were collected and cleared by centrifugation prior to detection of 

secreted CCL4 (eBioscience), CSF1 (Sigma) and TNF (eBioscience) proteins by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA).  

3.4.9 Phagocytosis assay  
Fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled latex beads (2 µm in diameter; Polysciences) 

were added to macrophages, labeled with orange cell tracker (Invitrogen), that were pre-

incubated or not with platelet MPs for 48 h. Phagocytosis of the beads was monitored 2 h 

later by confocal microscopy using a ×63 objective.  

3.4.10 Statistical analysis  
Results are expressed as mean ± SEM using at least 3 independent experiments and 

analyzed by Student’s t-test or one-way ANOVA. A p value ≤ 0.05 was considered as 

significant. The statistical analyses were performed using Prism software package version 

5.00 (GraphPad Software). 
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3.5 Results 

3.5.1 Platelet MPs are internalized by primary human macrophages 
MPs isolated from activated human platelets were counted and characterized by flow 

cytometry using the platelet glycoprotein CD41a surface antigen marker, revealing a MP 

population ranging from ~100 to 800 nm in diameter (Figure S1). Fluorescently labeled 

platelet MPs were internalized by primary human macrophages less than 1 h after 

coincubation, as confocal microscopy imaging revealed well defined red dots, 

corresponding to labeled MPs, in the cytoplasm of macrophages (Figure 1A, 2nd panels). 

We observed a gradual diffusion of the fluorescence in the cytoplasm 3 h and 6 h after 

coincubation (Figure 1A, 3rd and 4th panels). After 2 h of coincubation, an average of 26 

platelet MPs (or 71 to 90% of all platelet MPs associated to the macrophages) were found 

inside each macrophage, whereas 7 platelet MPs were detected on their surface (or 10 to 

29% of all platelet MPs associated to the macrophages) (Figure 1B). These observations are 

consistent with the internalization of platelet MPs and release of their content in primary 

human macrophages.  

3.5.2 Platelet MPs deliver functional miR-126-3p to primary human 
macrophages 

We have shown previously that platelet MPs can mediate the transfer of microRNAs that 

are functional in actively dividing cultured human endothelial cells (HUVEC) (Laffont et 

al., 2013b). Since microRNA function may be diametrically opposed in dividing vs non-

dividing cells, whereby microRNAs inhibit mRNA translation in dividing cells but enhance 

mRNA translation in non-dividing ones (Vasudevan et al., 2007), we deemed it important 

to transpose and validate this concept, and document the functionality of platelet MP-

derived microRNAs in non-dividing, primary human macrophages. To this end, we first 

monitored a miRNA species that is (i) present in platelet MPs, and (ii) the most enriched in 

human platelets compared to primary macrophages, i.e. miR-126-3p. Although both 

platelets and macrophages are cells from the myeloid lineage (Rees, 2010) and exhibit 

closely related microRNA transcriptomes, they differ in that platelets are enriched (by ~13 

fold) in miR-126-3p (data not shown) and are a major contributor to the level of circulating 

miR-126 (Zampetaki et al., 2012). 
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qPCR analyses unveiled a ~4.5 fold enrichment of miR-126-3p in macrophages exposed to 

platelet MPs for 48 h (Figure 2A). Platelet-derived miR-126-3p proved to be functional in 

macrophages transiently transfected 48 h earlier with a reporter gene construct, in which 

Rluc was placed under the control of a miR-126-3p binding site, as a significant 23% 

decrease in Rluc activity was observed (Figure 2B). The relatively weak regulatory effect 

may be related to experimental limitations in transfection efficiency and the large amount 

of transfected DNA necessary to obtain reliable and reproducible luciferase measurements.  

Since (i) we could not identify a microRNA that was unique to platelets (i.e. present in 

platelets, but absent in macrophages), and (ii) platelet MPs modulated the miR-126-3p 

content of macrophages, we verified the contribution of de novo transcription to the 

observed enrichment in macrophage miR-126-3p levels. Pre-treatment of macrophages 

with the transcription inhibitor Actinomycin D, prior to coincubation with platelet MPs, 

had no effect on the degree of enrichment in miR-126-3p (8.3-fold increase with 

Actinomycin D vs 8-fold increase without it) (Figure 2C, left panel). Monitored as a 

control, the level of small RNA RNU6 in macrophages was reduced by ~10 fold by 

pretreatment with Actinomycin D (Figure 2C, right panel), thereby attesting of the 

efficiency of the drug to inhibit small RNA transcription. These results demonstrate that the 

observed miR-126-3p enrichment in macrophages exposed to platelet MPs is mainly due to 

the internalization of platelet MPs, rather than an increase in macrophage gene 

transcription. 

3.5.3 Platelet MPs-derived miR-126-3p can regulate macrophage 
gene expression 

To investigate whether platelet MP-derived miR-126-3p is functional in regulating 

endogenous macrophage gene expression, we searched for and identified, by bioinformatics 

predictions, four mRNA candidates of miR-126-3p, i.e. ATF3, ATP1B1, ATP9A and 

RAI14. qPCR analyses revealed a significant down-regulation of endogenous ATF3, 

ATP1B1, ATP9A and RAI14 mRNA levels, after a 48-h exposure to an increasing quantity 

of platelet MPs (Figure 3A). At a ratio of 100 platelet MPs per macrophage, their respective 

mRNA levels reached 35%, 41%, 40% and 46% of their baseline value. The mRNA 

regulatory role of platelet MP-derived miR-126-3p was confirmed by transiently 
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transfecting macrophages with a vector expressing an RNA bearing a sequence 

complementary to miR-126-3p and acting as a miR-126-3p sponge, prior to incubation with 

platelet MPs. The miR-126-3p sponge neutralized the downregulatory effects induced by 

platelet MPs on the endogenous ATF3, ATP1B1, ATP9A and RAI14 mRNA levels (Figure 

3B), whereas the empty vector, control sponge, did not (Figure 3C).  

The relative specificity of the miR-126-3p sponge was validated by monitoring 5 additional 

mRNAs that are devoid of predicted binding sites for miR-126-3p. As shown in Figure S3, 

the level of MTOR, MMP9, HIPK3, RNF38 and CCD71 mRNAs, in macrophages 

coincubated with platelet MPs, was not affected by the miR-126-3p sponge, thereby 

validating our microRNA sponge, neutralization strategy. These results support a role for 

platelet MP-derived miR-126-3p in regulating ATF3, ATP1B1, ATP9A and RAI14 

expression at the mRNA level.  

To verify if these mRNA regulatory effects are reflected at the protein level, we monitored 

the level of ATF3 and ATP1B1 proteins by Western blot analysis of macrophages 

coincubated, or not, with platelet MPs for up to 72 h. As shown in Figure 4A and 4B, we 

observed a marked decrease of ATF3 and ATP1B1 protein levels in macrophages as early 

as 24 h after coincubation, and this effect persisted for up to 72 h. These data suggest that 

the gene regulatory effects induced by platelet MP-derived microRNAs in primary human 

macrophages may be relatively rapid and long-lasting.  

3.5.4 Platelet MPs modify the transcriptome of primary human 
macrophages 

Since platelet MPs contain a plethora of bioactive molecules that can potentially be 

transmitted to targeted cells (Aatonen et al., 2012; Mause and Weber, 2010), we examined 

whether they could influence their microRNA and mRNA transcriptomes by performing 

comparative microarray profiling analyses. A total of 66 microRNAs were significantly and 

differentially expressed in macrophages upon exposure to platelet MPs, 34 of which were 

up-regulated (Figure 5A), consistent with an enrichment in macrophage microRNAs via 

MPs. Thirty-two macrophage microRNAs were down-regulated by platelet MPs (Figure 

5A), possibly through indirect effects (e.g., microRNA gene transcription and/or altered 
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stabilization/destabilization/degradation) mediated by platelet MP cargo components, such 

as cytokines. Together, the modulated microRNAs accounted for ~12% of the 544 

microRNAs expressed above background level in macrophages. The microRNAs that vary 

the most are listed in Tables S2 (up-regulated) and S3 (down-regulated).  

Similarly, as many as 653 different RNAs were found to be significantly and differentially 

modulated in macrophages by platelet MPs; 367 RNAs were down-regulated (Figure 5B), 

consistent with the mRNA-regulatory effects of microRNAs, whereas 286 RNAs were up-

regulated (Figure 5B), possibly through indirect effects. The RNAs that vary the most are 

listed in Tables S4 (down-regulated) and S5 (up-regulated). To evaluate the possible effects 

of platelet MP-derived microRNAs on the macrophage transcriptome, we have performed 

correlative analyses between significantly altered microRNAs and mRNAs. Eighty-one 

predicted relationships were unveiled between 8 up-regulated microRNAs and 71 down-

regulated mRNAs, suggesting that platelet MP-derived microRNAs, such as miR-126-3p, 

can induce significant changes in the macrophage mRNA transcriptome (Table S6). We 

observed an inverse and significant correlation between the level of miR-126-3p and that of 

its mRNA targets ATF3, ATP1B1, ATP9A and RAI14 that we characterized, in agreement 

with macrophage mRNA regulation by platelet miR-126-3p.  

3.5.5 Platelet MPs inhibit cytokine/chemokine release by primary 
human macrophages 

Further analysis of our microarray and Ingenuity Pathways Analysis data revealed changes 

in the mRNA level of certain cytokine/chemokines induced by platelet MPs (Table 1), 

some of them well-attested to participate in chemotaxis (Verschoor et al., 2012). qPCR 

analyses confirmed the significant downregulation of endogenous mRNAs encoding for 

important cytokines or chemokines, such as CCL4, CSF1 or TNF, whose levels in 

macrophages were decreased by 51%, 41% and 47%, respectively, after a 48-h 

coincubation with platelet MPs (Figure 6A). These effects were not abrogated by a miR-

126-3p sponge RNA (Figure S4), suggesting that the platelet MP-induced downregulation 

in the level of CCL4, CSF1 and TNF mRNAs, which do not harbor predicted binding sites 

for miR-126-3p in their 3’UTR, may not be mediated by miR-126-3p and possibly involve 

other microRNAs.  
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These mRNA downregulatory effects of platelet MPs correlated with a markedly reduced 

level of CCL4, CSF1 and TNF protein secretion in the incubation medium by macrophages 

that reached 67%, 89% and 71%, respectively (Figure 6B). These findings indicate that 

platelet MPs may diminish pro-inflammatory cytokine/chemokine secretion by primary 

human macrophages. These inhibitory effects were not due to macrophage apoptosis, as no 

difference in surface Annexin V labeling was observed in macrophages incubated or not 

with platelet MPs for up to 72 h (Figure S4).  

3.5.6 Platelet MPs enhance the phagocytic capacity of primary 
human macrophages 

Macrophages’ primary function is phagocytosis, which can take place at the vascular 

endothelium when macrophages are present in an atherosclerotic plaque and in the 

mononuclear phagocyte system of the spleen and lymph nodes in charge of the continuous 

elimination of diverse blood components. In that context, it is relevant to note that our 

Ingenuity Pathways Analysis data revealed that some of the macrophage mRNAs altered by 

platelet MPs are involved in phagosome formation (Table S7 and Figure S5) and in 

caveolae-mediated endocytosis signaling (Table S7 and Figure S6). The mRNA level of 

three of these macrophage genes (MRC1, FCGR3A/B and FCGR2A), which are positive 

regulators of phagocytosis, were confirmed to be up-regulated by platelet MPs by qPCR 

(Figure S8). 

These results prompted us to assess if platelet MPs influenced the phagocytic capacity of 

primary human macrophages by using FITC-labeled latex micro-beads, which are 

commonly used in phagocytosis assays involving professional phagocytes, such as 

macrophages (Lasbury et al., 2003; Seyrantepe et al., 2010). Confocal microscopy analysis 

unveiled a marked increase in the phagocytic capacity of macrophages upon a 48-h 

exposure to platelet MPs (Figure 7A, center panel), compared to macrophages that were 

never exposed to MPs (Figure 7A, upper panel). As a control, beads phagocytosis was 

abrogated by pre-treatment of the macrophages with the phagocytosis inhibitor 

cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerization, either in the absence (Figure S9) or 

presence of platelet MPs (Figure 7A, lower panel). The increased phagocytic capacity of 

macrophages induced by platelet MPs was confirmed quantitatively (Figure 7B). Together, 
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these results suggest that platelet MPs may modify macrophage gene expression and 

reprogram its function towards a phagocytic phenotype.  

3.6 Discussion 

Cell–cell communications have proven to be more complex than previously thought, since 

the discovery that extracellular vesicles may shuttle biochemical and genetic information 

between different cell types and in several pathophysiological settings (Hulsmans and 

Holvoet, 2013). After describing the role of platelet MPs in the transfer of functional 

microRNAs to actively dividing HUVEC, we now demonstrate that platelet MPs can 

modify the microRNA and mRNA transcriptomes of primary human macrophages and 

reprogram innate macrophage functions toward a phagocytic phenotype. 

Both platelets and macrophages are cells from the myeloid lineage (Rees, 2010) and exhibit 

closely related microRNA transcriptomes. Therefore, changes in the transcriptome of 

macrophages, upon uptake of genetic materials derived from platelets, were not expected to 

be pronounced; miR-126-3p being the most notable exception. The ~4.5-fold increase in 

macrophage miR-126-3p levels, observed upon coincubation with platelet MPs, could be 

explained by (i) the internalization of platelet MPs, and (ii) de novo transcription of the 

macrophage miR-126-3p gene. This latter possibility, which could potentially be induced 

by platelet MP recognition or derived signaling molecules or transcription factors (Ray et 

al., 2008), was excluded by the results of our actinomycin D experiments, thereby 

supporting a miR-126-3p transfer from platelet MP to macrophage. 

The biological effects exerted by platelet MPs may (i) be determined by their content in 

bioactive molecules, such as lipid mediators, proteins, cytokines and multiple classes of 

RNAs, including microRNAs, which may vary according to the stimulus used, and (ii) 

depend on the nature and biology of the recipient cells, more specifically on the 

transcriptome and proteins at work in these cells. This context prompted us to use a 

microRNA sponge strategy, which validated the specific role and contribution of miR-126-

3p in regulating expression of four endogenous macrophage mRNAs. When interpreting 

the relatively mild effects observed with the miR-126-3p sponge, the caveat has to be taken 

into account that this approach is based on the sequestration of a specific microRNA and 
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does not preclude other microRNAs or factors from acting in concert to regulate the mRNA 

targets of miR-126-3p. We cannot exclude the possibility that the lipids, proteins and 

cytokines brought by platelet MPs may also modulate the level and function of recipient 

macrophage microRNAs and mRNAs. Component-specific strategies, similar to those that 

we have used to study platelet MP-derived miR-126-3p, will definitely have to be used to 

decipher the relative role and contribution of the other platelet MP components in 

modifying the recipient cell transcriptome and function.  

The gene regulatory effects induced by platelet MPs, some of which may be attributed to 

microRNAs, may be determined by the relative enrichment in specific microRNAs, such as 

miR-126-3p, and the relative abundance of their mRNA targets (ATF3, ATP1B1, ATP9A 

and RAI14 mRNAs for miR-126-3p) in recipient macrophages. For example, an abundant 

mRNA transcript is less likely to be regulated by a weakly enriched microRNA. 

Conversely, an abundant platelet MP-derived microRNA may not exert gene regulatory 

effects if its mRNA targets are not expressed in the recipient cell, or mediate strong 

regulatory effects if its mRNA targets are present at very low levels. Based on these 

principles, we might expect platelet MPs and derived microRNAs to mediate cell-type 

specific responses that may vary in health and disease, which remains to be determined. 

Searching for mRNAs targeted by upregulated microRNAs using the in silico prediction 

algorithms in Partek Genomics Suite 6.6 software (i.e. TargetScan 5.2), we identified 

numerous inverse correlations suggestive of a possible effect of platelet-delivered 

microRNAs on the macrophage mRNA transcriptome. Further experimental validation is 

required to substantiate the putative miRNA–target mRNA interactions that we identified 

through bioinformatic predictions which, notably, do not take into account the mRNA 

targets that are not destabilized by microRNAs.  

Macrophages may be reprogrammed by platelet MPs in health and disease. Platelets MPs 

are the most abundant microvesicle subtype in the circulation (Arraud et al., 2014) and are 

thought to participate to hemostatic functions (Owens and Mackman, 2011). As platelet 

MPs are constantly internalized by macrophages in the mononuclear phagocyte system, 

platelet MPs may thus impact macrophage functions in the spleen and lymph nodes 

(Dasgupta et al., 2009). Platelet MPs and macrophages may also interact under 
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inflammatory conditions, such as atherosclerosis, in which they play an important role 

(Ross, 1999). Our results are of particular interest in that context, owing to the fact that one 

of the most significant and relevant pathway of macrophages altered by platelet MPs is 

atherosclerosis signaling, with down-regulation of 7 mRNAs (CSF1, CXCR4, LPL, PLB1, 

TNF, TNFSF14, TNFRSF12A) and up-regulation of 4 RNAs (ALOX15B, PLA2G4C, 

ALOX5, IL36B) (Table S7). The markedly reduced secretion of three primary pro-

inflammatory cytokines/chemokines, i.e. CCL4, CSF1 and TNF, upon exposure of 

macrophages to platelet MPs might be beneficial and limit atherosclerosis progression, as 

the three of them are associated with exacerbation of the disease (Branen et al., 2004; Irvine 

et al., 2009; Ohta et al., 2005; Reape and Groot, 1999). Moreover, functional delivery of 

miR-126-3p to macrophages may also be beneficial, since miR-126-3p was shown to 

induce atheroprotective effects in an atherosclerosis mouse model (Zernecke et al., 2009). 

Indeed, miR-126-3p has been shown to induce CXCL12 production by endothelial cells 

through CXCR4 and ERK1/2 phosphorylation, allowing progenitor cell recruitment and 

limiting plaque progression and atherosclerosis development. Hematopoietic 

overexpression of miR-126 has been reported to increase neovascularization and promote 

vascular integrity by mobilizing vasculogenic hematopoietic progenitor cells (Bijkerk et al., 

2014). Using microRNA mimics and antagomirs, Schober et al. (Schober et al., 2014) 

demonstrated that miR-126 passenger (or -5p) strand, but not its guide (or -3p) strand, 

contributes to the proliferative reserve in endothelial cells and promotes endothelial repair, 

which likely explains the beneficial effects of miR-126-5p administration on limiting 

atherosclerosis. Whether the beneficial effects of miR-126 involve modulation of 

macrophage function warrant further investigations using specific mouse models and/or 

activated macrophages.  

The primary role of macrophages in the maintenance of homeostasis involves four basic 

innate functions: sensing, chemotaxis, phagocytosis, and adaptative stimulation (Gordon 

and Taylor, 2005). Our micro-array results demonstrated that several cytokines/chemokines 

mRNAs, i.e. CCL4, CSF1 and TNF, were downregulated in macrophages exposed to MPs, 

which correlated well with a concomitant decrease in cytokine/chemokine secretion – we 

cannot exclude the possibility that other cytokines may be regulated differently by platelet 

MPs. Our results are supported by Sadallah and colleagues, who also observed a decrease 
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of TNF secretion by macrophages exposed to MPs (Sadallah et al., 2011). MPs may thus 

impact the environment of their clearance site by influencing the recruitment, and 

modulating the function, of appropriate effector cells, under both healthy and 

pathophysiological conditions. It remains to be seen whether the macrophages exposed to 

platelet MPs under inflammatory conditions react differently. 

The phagocytic function of macrophages, which mediates the elimination of apoptotic 

cells/bodies, cell debris and particles, also plays an important role in the return to 

homeostasis after a disruptive event (Stuart and Ezekowitz, 2005). The gain in phagocytic 

function induced by platelet MPs might be beneficial for the maintenance of blood quality, 

and influence blood vessel function and disease development. Although TNF has been 

reported to activate macrophages (Rees, 2010), it was also shown to inhibit apoptotic cell 

phagocytosis by macrophages (Feng et al., 2011; Michlewska et al., 2009), thereby 

supporting the increased phagocytic capacity of macrophages exposed to platelet MPs. 

Interestingly, Vasina and colleagues (Vasina et al., 2011) observed that MPs induce 

monocyte differentiation into M2 resident macrophages with an increase in phagocytosis 

capacity. In agreement with their results, we also observed by micro-array an up-regulation 

of the IL-10 mRNA, a M2 macrophage marker (Rayner et al., 2011).  

The pronounced increase in the phagocytic capacity of the macrophages induced by platelet 

MPs might not be directly related to the delivery of platelet miR-126-3p, as none of the 

affected genes involved in phagocytosis is a direct target of miR-126-3p. However, some of 

the mRNA targets of miR-126-3p may be involved indirectly in the observed phenotype. 

For instance, ATF3 is an important transcription factor that may influence expression of 

several genes, some of which may be involved in phagocytosis. In addition, RAI14 is an 

actin-binding protein that may participate to phagocytosis, a process in which the actin 

cytoskeleton plays a predominant role. The possible contribution of the other platelet MP-

derived microRNAs and regulated genes to the observed phenotype is very likely. 

The biological importance and significance of our findings in vivo, as well as whether the 

effects on cytokine/chemokine release and phagocytosis induced by platelet MPs and 

microRNAs are direct, through cargo delivery, or indirect, through a signaling cascade, 

deserve further investigations. 
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3.7 Figures and legends 
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Figure 1: Platelet MPs are internalized by primary human macrophages. 
(A) Primary macrophages were incubated, for the indicated periods of time, with a pool of 
fluorescently labeled platelet MPs, at a macrophage:MP ratio of 1:100, and MP uptake was 
visualized by confocal microscopy (×63 objective) (upper panels). Cell morphology was 
visualized using differential interference contrast (DIC) (lower panels) (n = 3 individual 
donors). (B) (Left panel) Representative confocal microscopy analysis of primary 
macrophages (blue) coincubated with fluorescently labeled platelet MPs (red) for 2 h. 
Macrophage nuclei are in cyan. MP uptake was visualized by confocal microscopy (×63 
objective). The left and upper quadrants represent side views. MPs were found in the 
cytoplasm (arrow heads) or at the surface (white arrows) of macrophages. (Right panel) Bar 
graph showing the percentage of total MPs detected either on the surface or inside 
macrophages. Internalized and adhered MPs were counted on 90 macrophages per 
experiment (n = 3 individual donors). Scale bar: 10 µm. Data were expressed as mean ± 
SEM.  
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Figure 2: Platelet MPs deliver functional miR-126-3p to primary human 
macrophages. 
(A) Macrophages were incubated (MPs) or not (Naive) with a pool of platelet MPs for 48 h 
(macrophage:MP ratio of 1:100), and accumulation of platelet miR-126-3p in macrophages 
was quantitated by qPCR (n = 8 individual donors). Results were normalized by the 2^-ΔΔCt 
method, using RNA U6 (RNU6) as a reference (Schaefer et al., 2010). (B) Macrophages 
transiently expressing a Rluc reporter gene, harboring a binding site complementary to 
miR-126-3p (pRL-CMV-BS miR-126-3p), were incubated or not with a pool of platelet 
MPs for 48 h (macrophage:MP ratio of 1:100) prior to Rluc/Fluc activity measurements. 
Results were normalized on Fluc activity, and expressed as mean ± SEM percentage of 
control (n = 5 individual donors). (C) Macrophages were pre-treated (+) or not (-) for 1 h 
with actinomycin D (Act. D, 3 µg/ml final) prior to exposure (MPs) or not (Naive) to a pool 
of platelet MPs for 6 h (macrophage:MP ratio of 1:100), and miR-126-3p accumulation in 
macrophages was assessed by qPCR (n = 3 individual donors; left panel). Small RNA 
RNU6 was quantitated by qPCR as a control (right panel). Results were normalized by the 
2^-ΔΔCt method, using miR-125b as a reference. Macrophage miR-125b levels were found 
not to be affected by exposure to platelet MPs and/or treatment with actinomycin D (Figure 
S2), and was thus used as a normalization control. qPCR data were expressed as mean ± 
SEM fold changes versus baseline. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus control or 
baseline (Student’s t test).  
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Figure 3: Platelet MP-derived miR-126-3p can regulate macrophage gene expression 
at the mRNA level.  
(A-C) Primary macrophages were exposed (MPs) or not (Naive) to a pool of platelet MPs 
for 48 h. (A) The level of ATF3, ATP1B1, ATP9A and RAI14 mRNAs in macrophages 
coincubated with platelet MPs at different macrophage:MP ratios (1:10; 1:100 and 1:1,000) 
were quantitated by qPCR (n = 4 individual donors). (B) Macrophages transiently 
expressing a miR-126-3p sponge (pRL-CMV-BS miR-126-3p vector) were incubated 
(MPs) or not (Naive) with a pool of platelet MPs (macrophage:MP ratio of 1:100), and 
ATF3, ATP1B1, ATP9A and RAI14 mRNA levels were quantitated by qPCR (n = 4 
individual donors). (C) As a control, macrophages were transfected with pRL-CMV vector 
without miR-126-3p BS, and ATP1B1, ATP9A and RAI14 mRNA levels were quantitated 
by qPCR (n = 4 individual donors). qPCR data were normalized by the 2^-ΔΔCt method, 
using GAPDH mRNA as a reference, and expressed as mean ± SEM fold changes versus 
baseline. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus control or baseline by one-way 
ANOVA (panel A) or Student’s t test. 
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Figure 4: Platelet MPs can regulate macrophage gene expression at the protein level.  
(A-B) Protein extracts prepared from primary macrophages, incubated (+) or not (-) with a 
pool of platelet MPs for up to 72 h (macrophage:MP ratio of 1:100), were analyzed by 
immunoblotting (IB) using anti-ATF3 (A) or anti-ATP1B1 (B). Anti-tubulin antibody was 
used as a control. The intensity of the bands was analyzed by densitometry, normalized on 
tubulin and expressed as a percentage of control (n = 4 individual donors). *p < 0.05; **p < 
0.01; ***p < 0.001 versus baseline (Student’s t test).   
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Figure 5: Platelet MPs modify the microRNA and mRNA transcriptomes of recipient 
primary human macrophages. 
(A-B) Primary macrophages derived from 12 healthy donors were co-cultured (MP) or not 
(Naive) with a pool of platelet-derived MPs for 48 h (macrophage:MP ratio of 1:100). Total 
RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen), and the RNA from 4 donors were pooled 
together to constitute 3 pools. The microRNA and mRNA profile of each pool was 
determined by microarray analysis on GeneChip® miRNA 3.0 Array (Affymetrix) (A) or 
GeneChip® Human Gene 2.0 ST Arrays (Affymetrix) (B), respectively. Volcano plots 
display microRNAs (A) and RNAs (B) with changes (x-axis) as well as statistical 
significance (y-axis) between MPs and Naive conditions. Only referenced microRNAs (544 
in total; A) and RNAs (18,707 in total; B) with levels above the background are 
represented. The term “RNA” designates coding transcripts, such as mRNAs, as well as 
non-coding transcripts other than microRNAs. Colored rectangles indicate RNA species 
with high statistical significance (p < 0.05) and changes (fold-change < -1.5 in blue and > 
1.5 in red) between the MPs and Naive conditions. 
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Figure 6: Platelet MPs inhibit cytokine/chemokine release by primary human 
macrophages.  
(A-B) Primary macrophages were exposed (MPs) or not (Naive) to a pool of platelet MPs 
for 48 h (macrophage:MP ratio of 1:100) prior to extensive washing and total RNA 
extraction. (A) The mRNA level of the cytokines CCL4, CSF1 and TNF in primary 
macrophages was quantitated by qPCR (n = 8 individual donors). Results were normalized 
by the 2^-ΔΔCt method, using GAPDH mRNA as a reference (Schaefer et al., 2010). (B) The 
level of CCL4, CSF1 and TNF proteins, secreted in the medium by the primary 
macrophages, was quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (n = 4 individual 
donors). Data are expressed as mean ± SEM fold changes versus baseline. *p < 0.05; **p < 
0.01; ***p < 0.001 versus control or baseline (Student’s t test).   
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Figure 7: Platelet MPs enhance the phagocytic capacity of primary human 
macrophages.  
(A-B) After 48 h of co-culture with a pool of platelet MPs at a macrophage:MP ratio of 
1:100 (A, middle and lower panels), or not (A, upper panel), labeled primary macrophages 
were exposed to fluorescently labeled latex microbeads (2 µm in diameter) for 2 h (n =3 
individual donors). As a control, macrophages were pre-treated with cytochalasin D (Cyt.D, 
5 µM; Sigma) for 1 h prior to addition of the beads (lower panel). (A) Bead phagocytosis 
was assessed by confocal microscopy (×63 objective). Nuclei were stained with DAPI. 
DIC, differential interference contrast. Scale bar: 10 µm. (B) The enhanced phagocytic 
capacity of macrophages induced by platelet MPs was quantitated by counting the number 
of beads inside 30 different macrophages per donor, per condition. Data are expressed as 
fold changes versus baseline. Mean ± SEM. ***p < 0.001 versus control or baseline by 
one-way ANOVA.  
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TABLES 

Table 1. Platelet MPs modify cytokine/chemokine mRNA expression by primary 
human macrophages. 
Primary human macrophages were exposed (MPs) or not (Naive) to a pool of platelet MPs 
for 48 h, and the expression changes in cytokine mRNA levels were determined by 
microarray analysis (n = 3 pools).  
  

Gene 
Symbol 

Description 

Fold 
Change 

(MPs vs 
Naive) 

p-value 

(MPs vs 
Naive) 

TNFSF15 
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 
member 15 

-5.41 4.48E-04 

CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) -2.45 2.67E-05 

CCL1 chemokine (C-C motif) ligand 1 -2.44 5.99E-06 

TNF tumor necrosis factor -2.06 1.57E-03 

TNFSF8 
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 
member 8 

-2.05 1.74E-02 

CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 -1.98 1.24E-02 

SPRED2 sprouty-related, EVH1 domain containing 2 -1.54 6.15E-04 

TNFSF14 
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 
member 14 

-1.54 2.76E-03 

C5 complement component 5 -1.53 1.60E-03 

IL10 interleukin 10 1.65 1.05E-02 

NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase 1.84 2.89E-03 

IL36B interleukin 36, beta 1.86 2.23E-02 

 
The fold-changes and p-values were determined with the Partek Genomics Suite 6.6 
software. The threshold criteria applied for the inclusion of the genes were as follows: (i) an 
expression value above the background, (ii) a fold change < -1.5 or > 1.5 between the MPs 
and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.05.  
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3.8 Supplementary figures and tables  
 

Supplementary Table S1: Sequences of the oligonucleotides used for qPCR 
quantification of selected macrophage mRNAs and microRNAs.  
 

Gene name DNA oligonucleotide sequences (5'  3') 

GAPDH forward 5′-GGATTTGGTCGTATTGGG-3′ 
GAPDH reverse 5′-CTCGCTCCTGG AAGATGG-3′ 
ATF3 forward 5′-GTTTGAGGATTTTGCTAACCTGAC-3′ 

ATF3 reverse 5′-CTTATTTCTTTCTCGTCGCCTCT-3′ 
ATP1B1 forward 5′-TGGAACTCAGAGAAGAAGGAGTTT-3′ 
ATP1B1 reverse 5′-TCTGGATCTGAGGAATCTGTGTTA-3′ 

ATP9A forward 5′-CTGTCTTTTCCTCCGTGTTTTACT-3′ 
ATP9A reverse 5′-GTCCCTTGAGAAGATCCTTGTAGA-3′ 
RAI14 forward 5′-TACCCAGTTGAGTGATGTCTCTTC-3′ 

RAI14 reverse 5′-AGAGAAGATCTTGTTGGTCAGCTT-3′ 
CSF1 forward 5′-CACTAATTGGGTCCCAGAAGAA-3′ 
CSF1 reverse 5′-AGTGGAGAAGATGCTGAGAGGA-3′ 

CCL4 forward 5′-CTCATGCTAGTAGCTGCCTTCTG-3′ 
CCL4 reverse 5′-CACAGACTTGCTTGCTTCTTTTG-3′ 
TNF forward 5′-ACCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG-3′ 

TNF reverse 5′-AGGACCTGGGAGTAGATGAGGTA-3′ 

ID Qiagen catalog number 
miR-126-3p MS00003430 

miR-125b MS00006629 
U6 MS00033740 

 
GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ATF3, Activating transcription 
factor 3; ATP1B1, Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1; ATP9A, 
ATPase class II type 9A; RAI14, retinoic acid induced 14; CSF1, colony-stimulating factor 
1; CCL4, chemokine (C-C motif) ligand 4; TNF, tumor necrosis factor.  
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Supplementary Table S2: List of the microRNAs up-regulated in macrophages 
exposed to platelet MPs. 
 

MicroRNAs 
Fold-Change 

(MPs vs Naive) 
p-value 

(MPs vs Naive) 
q-value 

(MPs vs Naive) 

hsa-miR-126-3p 13.15 8.94E-04 1.61E-02 
hsa-miR-1231 4.27 2.74E-03 2.19E-02 
hsa-miR-3197 4.19 1.22E-02 3.61E-02 
hsa-miR-1909 3.30 4.37E-02 4.59E-02 
hsa-miR-3195 3.22 1.44E-02 3.61E-02 

hsa-miR-4758-5p 3.12 1.28E-02 3.61E-02 
hsa-miR-4485 3.11 4.22E-02 4.54E-02 
hsa-miR-4492 3.09 1.75E-02 3.61E-02 
hsa-miR-4505 3.07 3.70E-02 4.44E-02 
hsa-miR-4634 2.95 1.28E-02 3.61E-02 
hsa-miR-4507 2.68 2.25E-02 3.79E-02 
hsa-miR-128 2.64 4.00E-02 4.54E-02 

hsa-miR-4508 2.50 3.01E-02 4.02E-02 
hsa-miR-199b-3p 2.31 1.59E-02 3.61E-02 

hsa-miR-125b 2.24 1.73E-02 3.61E-02 
hsa-miR-25-star 2.20 1.60E-02 3.61E-02 

hsa-miR-26b 2.10 1.02E-03 1.61E-02 
hsa-miR-4734 2.08 1.20E-02 3.61E-02 
hsa-miR-3648 2.03 2.04E-02 3.61E-02 
hsa-miR-4674 2.03 4.14E-02 4.54E-02 
hsa-miR-3178 1.94 4.69E-02 4.69E-02 
hsa-miR-4286 1.89 4.46E-02 4.59E-02 

hsa-miR-1228-star 1.88 1.35E-02 3.61E-02 
hsa-miR-3135b 1.88 1.34E-03 1.61E-02 

hsa-miR-4695-5p 1.87 2.68E-02 3.79E-02 
hsa-miR-4488 1.82 1.88E-02 3.61E-02 

hsa-miR-139-5p 1.81 2.66E-02 3.79E-02 
hsa-miR-223 1.81 3.95E-02 4.54E-02 

hsa-miR-130a 1.75 4.03E-02 4.54E-02 
hsa-miR-3940-5p 1.73 4.46E-02 4.59E-02 
hsa-miR-4707-5p 1.72 3.33E-02 4.25E-02 

hsa-miR-663 1.72 3.49E-02 4.33E-02 
hsa-miR-202 1.69 2.70E-02 3.79E-02 

hsa-miR-4539 1.66 3.58E-02 4.37E-02 
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The fold-changes, p-values and q-values (False Discovery Rate) were determined with the 
Partek Genomics Suite 6.6 software. The threshold criteria applied for the inclusion of the 
genes were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change > 
1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.05.   
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Supplementary Table S3: List of the microRNAs downregulated in macrophages 
exposed to platelet MPs.  
 

MicroRNAs 
Fold-Change 

(MPs vs Naive) 
p-value 

(MPs vs Naive) 
q-value 

(MPs vs Naive) 

hsa-miR-138-1-star -3.16 3.52E-03 2.53E-02 
hsa-miR-671-5p -2.76 2.47E-02 3.79E-02 
hsa-miR-17-star -2.59 1.23E-03 1.61E-02 

hsa-miR-1275 -2.54 5.22E-03 3.13E-02 
hsa-miR-365-star -2.44 3.37E-02 4.25E-02 
hsa-miR-629-star -2.42 1.17E-03 1.61E-02 

hsa-miR-1301 -2.26 1.43E-02 3.61E-02 
hsa-miR-339-5p -2.17 2.55E-03 2.19E-02 

hsa-miR-766 -2.15 3.95E-02 4.54E-02 
hsa-miR-1271 -2.08 1.90E-02 3.61E-02 

hsa-miR-769-3p -2.01 2.64E-02 3.79E-02 
hsa-miR-2110 -1.87 1.83E-02 3.61E-02 

hsa-miR-23a-star -1.85 8.86E-03 3.61E-02 
hsa-miR-27a-star -1.82 1.27E-02 3.61E-02 
hsa-miR-491-5p -1.81 4.58E-02 4.64E-02 

hsa-miR-4717-3p -1.77 1.90E-02 3.61E-02 
hsa-miR-3157-3p -1.76 2.39E-02 3.79E-02 

hsa-miR-345 -1.75 4.08E-03 2.67E-02 
hsa-miR-574-5p -1.71 1.93E-02 3.61E-02 

hsa-miR-1307 -1.71 1.34E-02 3.61E-02 
hsa-miR-214 -1.69 2.58E-02 3.79E-02 

hsa-miR-423-5p -1.67 1.60E-02 3.61E-02 
hsa-miR-744 -1.63 1.28E-02 3.61E-02 
hsa-miR-210 -1.61 2.03E-02 3.61E-02 

hsa-miR-574-3p -1.60 9.58E-03 3.61E-02 
hsa-miR-197 -1.60 4.42E-04 1.61E-02 

hsa-miR-4298 -1.59 2.06E-02 3.61E-02 
hsa-miR-1272 -1.59 2.98E-02 4.02E-02 

hsa-miR-423-3p -1.56 2.18E-03 2.19E-02 
hsa-miR-378-star -1.55 2.74E-02 3.79E-02 
hsa-miR-34a-star -1.54 2.36E-02 3.79E-02 
hsa-miR-505-star -1.52 4.16E-02 4.54E-02 
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The fold-changes, p-values and q-values (False Discovery Rate) were determined with the 
Partek Genomics Suite 6.6 software. The threshold criteria applied for the inclusion of the 
genes were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change < -
1.5 or > 1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.05.   
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Supplementary Table S4: List of the top 20 RNAs down-regulated in macrophages 
exposed to platelet MPs.  
 

Gene Symbol Description 
Fold-Change 

(MPs vs Naive) 
p-value 

(MPs vs Naive) 
q-value 

(MPs vs Naive) 

MT1H metallothionein 1H -88.96 1.63E-04 1.63E-03 

MT1G metallothionein 1G -42.62 2.38E-05 9.52E-04 

MT1X metallothionein 1X -30.40 2.39E-04 1.81E-03 

MT1CP 
metallothionein 1C, 

pseudogene -8.62 1.56E-04 1.62E-03 

MT1L 
metallothionein 1L 
(gene/pseudogene) -7.42 4.29E-03 6.09E-03 

MT1F metallothionein 1F -5.63 1.29E-03 3.35E-03 

TNFSF15 
tumor necrosis factor 
(ligand) superfamily, 

member 15 
-5.41 4.48E-04 2.33E-03 

TIMP4 
TIMP metallopeptidase 

inhibitor 4 -5.25 1.26E-05 8.68E-04 

MT2A metallothionein 2A -4.34 1.84E-04 1.69E-03 

CCNA1 cyclin A1 -3.61 6.83E-03 7.97E-03 

MT1E metallothionein 1E -3.03 5.68E-03 7.18E-03 

LOC400958 
ncRNA, 

uncharacterized -2.92 1.16E-03 3.33E-03 

EPDR1 ependymin related 1 -2.80 1.00E-03 3.12E-03 

SH3RF2 
SH3 domain containing 

ring finger 2 -2.77 1.87E-04 1.69E-03 

CSF1 
colony stimulating 

factor 1 (macrophage) -2.45 2.67E-05 9.52E-04 

SHC4 
SHC (Src homology 2 

domain containing) 
family, member 4 

-2.44 7.10E-03 8.23E-03 

CCL1 
chemokine (C-C motif) 

ligand 1 -2.44 5.99E-06 8.68E-04 

ANO5 anoctamin 5 -2.39 4.57E-03 6.32E-03 

ADRA2B adrenoceptor alpha 2B -2.23 3.43E-04 2.11E-03 

MNAT1 
MNAT CDK-

activating kinase 
assembly factor 1 

-2.22 1.96E-03 4.13E-03 

 
The fold-changes, p-values and q-values (False Discovery Rate) were determined with the 
Partek Genomics Suite 6.6 software. The threshold criteria applied for the inclusion of the 
genes were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change < -
1.5 or > 1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.01.  
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Supplementary Table S5: List of the top 20 RNAs up-regulated in macrophages 
exposed to platelet MPs.  
 

Gene 
Symbol 

Description 
Fold-Change 

(MPs vs Naive) 
p-value 

(MPs vs Naive) 
q-value 

(MPs vs.Naive) 

SPINK1 
serine peptidase inhibitor, 

Kazal type 1 12.52 8.81E-04 3.10E-03 

CPLX3 complexin 3 6.84 3.33E-03 5.28E-03 
NPPC natriuretic peptide C 6.61 1.66E-07 9.46E-05 

MS4A14 
membrane-spanning 4-domains, 

subfamily A, member 14 4.01 1.31E-04 1.60E-03 

CHRM4 cholinergic receptor, muscarinic 4 3.93 1.54E-03 3.69E-03 

PDK4 
pyruvate dehydrogenase kinase, 

isozyme 4 3.91 1.56E-03 3.71E-03 

VNN2 vanin 2 3.41 5.79E-03 7.25E-03 

SMPDL3A 
sphingomyelin phosphodiesterase, 

acid-like 3A 3.34 1.58E-03 3.72E-03 

HERC5 
HECT and RLD domain 

containing E3 ubiquitin protein 
ligase 5 

3.18 2.87E-03 4.82E-03 

DNAJC5B 
DnaJ (Hsp40) homolog, 

subfamily C, member 5 beta 3.09 4.76E-03 6.49E-03 

SLC1A2 
solute carrier family 1 (glial high 
affinity glutamate transporter), 

member 2 
3.02 8.52E-03 9.01E-03 

MS4A7 
membrane-spanning 4-domains, 

subfamily A, member 7 2.95 7.35E-03 8.29E-03 

CXCR4 
chemokine (C-X-C motif) 

receptor 4 2.84 2.01E-04 1.71E-03 

LMAN1L lectin, mannose-binding, 1 like 2.46 8.09E-04 2.99E-03 

NUPR1 
nuclear protein, transcriptional 

regulator, 1 2.39 2.13E-04 1.71E-03 

LOC100129
961 

CCNT2 antisense RNA 1 2.37 5.50E-04 2.51E-03 

OLR1 
oxidized low density lipoprotein 

(lectin-like) receptor 1 2.31 5.32E-03 7.00E-03 

HIST1H2BD histone cluster 1, H2bd 2.28 9.93E-03 9.95E-03 

PYHIN1 
pyrin and HIN domain family, 

member 1 2.26 3.22E-03 5.20E-03 

GCFC1-AS1 PAXBP1 antisense RNA 1 2.20 4.05E-03 5.85E-03 
 

The fold-changes, p-values and q-values (False Discovery Rate) were determined with the 
Partek Genomics Suite 6.6 software. The threshold criteria applied for the inclusion of the 
genes were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change < -
1.5 or > 1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.01.  
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Supplementary Table S6: Correlation between the microRNAs that are up-regulated 
by platelet MPs and their putative mRNA targets in primary human macrophages. 
 

MicroRNA ID 
microRNA  

p-value 
microRNA  
fold change 

Gene 
Symbol 

mRNA  
p-value 

mRNA 
fold 

change 

Pearson 
correlation 
coefficient 

p-value 
(Pearson 

correlation) 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 DUSP5 4.98E-04 -1.70 -0.99 5.14E-05 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 KIAA1279 3.48E-04 -1.60 -0.99 2.53E-04 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 CEP290 4.30E-03 -1.65 -0.98 4.90E-04 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 NOB1 1.20E-06 -1.50 -0.98 6.18E-04 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 ADAM15 2.16E-03 -1.58 -0.98 8.44E-04 

hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 CEP290 4.30E-03 -1.65 -0.98 8.91E-04 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 ATF3 9.14E-05 -1.67 -0.98 8.95E-04 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 TMEM44 4.28E-03 -1.61 -0.97 1.39E-03 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 CCNA2 5.91E-03 -1.56 -0.96 1.82E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 SSBP4 3.84E-03 -1.54 -0.96 2.07E-03 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 RAI14 2.27E-03 -1.71 -0.96 2.85E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 TNFSF14 2.76E-03 -1.54 -0.95 4.10E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 GALNT14 1.18E-02 -1.63 -0.95 4.30E-03 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 PPA1 9.39E-05 -1.58 -0.94 5.40E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 HDDC3 2.66E-03 -1.61 -0.94 5.85E-03 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 IGFBP6 3.90E-03 -1.54 -0.94 6.10E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 DOT1L 5.02E-04 -1.53 -0.93 6.28E-03 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 COPZ2 4.58E-03 -1.52 -0.93 6.42E-03 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 PCSK6 3.99E-02 -1.51 -0.93 6.66E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 LAT 2.61E-03 -1.57 -0.93 7.55E-03 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 AKAP5 3.21E-02 -1.65 -0.93 7.86E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 ABLIM3 1.24E-02 -1.89 -0.93 7.90E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 COPZ2 4.58E-03 -1.52 -0.92 8.33E-03 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 MICAL3 4.00E-03 -1.66 -0.92 8.37E-03 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 TCEAL8 8.51E-03 -1.52 -0.92 9.10E-03 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 TRAPPC2L 4.69E-04 -1.69 -0.92 9.21E-03 

hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 CSRP2 2.14E-02 -1.52 -0.92 9.43E-03 

hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 MRPL48 2.79E-03 -1.60 -0.92 1.03E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 HIVEP3 8.18E-04 -1.55 -0.91 1.06E-02 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 SLC25A12 2.63E-03 -1.50 -0.91 1.22E-02 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 DNAJC12 5.61E-03 -1.57 -0.91 1.31E-02 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 LEO1 4.74E-03 -1.51 -0.91 1.31E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 ZNF35 3.46E-04 -1.58 -0.90 1.34E-02 
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hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 THOP1 4.62E-03 -1.59 -0.90 1.35E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 SPATA20 2.50E-02 -1.59 -0.90 1.49E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 MYL9 1.08E-02 -1.75 -0.90 1.50E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 KIAA1279 3.48E-04 -1.60 -0.90 1.51E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 LILRA6 4.43E-04 -1.59 -0.90 1.54E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 CSF1 2.67E-05 -2.45 -0.89 1.62E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 VIT 9.95E-04 -1.81 -0.89 1.63E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 ATP1B4 4.07E-03 -1.52 -0.89 1.66E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 PLEKHJ1 1.34E-04 -1.72 -0.89 1.71E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 USP2 2.61E-03 -1.53 -0.89 1.73E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 SLC27A4 3.54E-05 -1.64 -0.89 1.88E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 ATF3 9.14E-05 -1.67 -0.88 1.93E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 TUBB6 3.40E-02 -1.52 -0.88 1.99E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 TCL1B 2.45E-03 -1.89 -0.88 2.04E-02 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 LONRF1 4.34E-03 -1.57 -0.88 2.12E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 PPA1 9.39E-05 -1.58 -0.88 2.18E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 MVK 1.35E-03 -1.50 -0.88 2.20E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 UCP2 4.46E-03 -1.50 -0.88 2.22E-02 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 PPFIBP1 6.72E-03 -1.54 -0.87 2.27E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 BCL7C 1.23E-03 -1.63 -0.87 2.31E-02 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 PRPS1 3.18E-03 -1.82 -0.87 2.34E-02 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 ATP1B1 8.38E-03 -1.67 -0.87 2.43E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 SSBP4 3.84E-03 -1.54 -0.87 2.50E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 NES 1.55E-04 -1.53 -0.86 2.90E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 THOP1 4.62E-03 -1.59 -0.86 2.92E-02 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 ATP9A 1.21E-02 -1.63 -0.86 2.95E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 SCG5 3.48E-04 -1.70 -0.85 3.04E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 HPCAL1 1.83E-04 -1.73 -0.85 3.04E-02 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 PDLIM2 6.67E-04 -1.71 -0.85 3.05E-02 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 MTMR1 7.73E-03 -1.65 -0.85 3.07E-02 

hsa-miR-130a 4.03E-02 1.75 C5 1.60E-03 -1.53 -0.85 3.12E-02 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 MTMR1 7.73E-03 -1.65 -0.85 3.13E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 TRIM54 4.05E-04 -1.57 -0.85 3.22E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 SRP68 4.03E-05 -1.54 -0.85 3.29E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 PPP5C 1.21E-05 -1.85 -0.85 3.35E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 TNF 2.81E-03 -1.93 -0.85 3.40E-02 

hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 C17orf75 2.03E-04 -2.01 -0.84 3.46E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 NES 1.55E-04 -1.53 -0.84 3.57E-02 

hsa-miR-26b 1.02E-03 2.10 CCRL1 1.88E-02 -1.68 -0.84 3.57E-02 

hsa-miR-125b 1.73E-02 2.24 XKRX 1.70E-03 -1.60 -0.84 3.58E-02 
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hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 PXMP2 6.53E-03 -1.61 -0.84 3.73E-02 

hsa-miR-202 2.70E-02 1.69 LGALS1 1.57E-04 -1.62 -0.83 3.96E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 TRAP1 4.57E-03 -1.60 -0.83 4.05E-02 

hsa-miR-126 8.94E-04 13.15 MAOB 3.67E-02 -1.55 -0.83 4.13E-02 

hsa-miR-139-5p 2.66E-02 1.81 NUP210 2.41E-03 -1.66 -0.83 4.17E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 SPATA20 2.50E-02 -1.59 -0.82 4.34E-02 

hsa-miR-223 3.95E-02 1.81 NUP205 2.37E-03 -1.60 -0.82 4.64E-02 

hsa-miR-663 3.49E-02 1.72 ECE1 4.99E-04 -1.81 -0.82 4.76E-02 

 

The correlation between microRNA and mRNA data was calculated with the Partek 
Genomics Suite 6.6 software. The threshold criteria applied for the inclusion of the genes 
were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change < -1.5 or 
> 1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.05. Only microRNA-
mRNA pairs with a negative Pearson correlation coefficient and a p-value < 0.05 are 
displayed. 
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Supplementary Table S7: List of the top 20 canonical signaling pathways of primary 
human macrophages altered by platelet MPs.  
 

Ingenuity Canonical Pathways p-value z-score Molecules 

Aryl Hydrocarbon Receptor 
Signaling 2.34E-04 -1.89 

CCNA1,CCND2,NQO2,ALDH18A1,NQO1,ALDH1
A1,TNF,CCND1,ALDH5A1,MDM2,CCNA2,ALDH

1B1,CDK6 
Fatty Acid α-oxidation 8.71E-04  ALDH1A1,PTGS2,ALDH2,ALDH1B1 

Phagosome formation 1.05E-03  
TLR4,TLR8,MRC1,TLR7,PRKCA,ITGA3,RHOD,R

HOF,FCGR2A,FCGR3A/FCGR3B 

Atherosclerosis Signaling 1.12E-03  
PLA2G4C,CXCR4,TNF,TNFSF14,CSF1,ALOX15B,

LPL,IL36B,TNFRSF12A,PLB1,ALOX5 
Regulation of Cellular Mechanics by 

Calpain Protease 1.29E-03 1.34 CCNA1,ITGA3,CCND1,PXN,CCNA2,CDK6,CDK1 

Granulocyte Adhesion and 
Diapedesis 1.55E-03  

ITGAM,ITGA3,CSF3R,FPR2,C5,IL36B,HRH1,CCL
1,FPR1,CDH5,CXCR4,TNF,CCL4 

Eicosanoid Signaling 2.63E-03 1.00 PLA2G4C,LTB4R,PTGS2,FPR2,ALOX15B,PLB1,A
LOX5 

Altered T Cell and B Cell Signaling 
in Rheumatoid Arthritis 3.09E-03  TLR4,TLR8,TLR7,TNF,CSF1,IL10,IL36B,CD86 

Pyrimidine Deoxyribonucleotides De 
Novo Biosynthesis I 3.31E-03  RRM2,AK9,RRM2B,CMPK2 

Communication between Innate and 
Adaptive Immune Cells 3.31E-03  TLR4,TLR8,TLR7,TNF,IL10,IL36B,CCL4,CD86 

IL-8 Signaling 3.89E-03 -0.58 ITGAM,GNB4,CCND2,VEGFA,RHOD,MYL9,IRA
K3,PRKCA,CCND1,PTGS2,PLD2,RHOF,IKBKE 

TREM1 Signaling 4.79E-03 1.89 TLR4,TLR8,TLR7,TNF,IL10,CD86,NLRC4 
Histamine Degradation 4.90E-03  ALDH1A1,ALDH2,ALDH1B1 

Estrogen-mediated S-phase Entry 5.50E-03 -2.00 CCNA1,CCND1,CCNA2,CDK1 
Caveolar-mediated Endocytosis 

Signaling 5.62E-03  
FLNB,ITGAM,PRKCA,ITGA3,CD55,DYRK3,FLOT

2 

RhoGDI Signaling 6.17E-03 1.00 GNB4,ARHGAP6,GNA11,PRKCA,ITGA3,PPP1R12
A,RHOD,GRIP1,MYL9,ARPC5L,RHOF,CDH5 

Ubiquinol-10 Biosynthesis 
(Eukaryotic) 6.31E-03  COQ3,COQ2,MICAL3 

Role of Macrophages, Fibroblasts 
and Endothelial Cells in 
Rheumatoid Arthritis 

6.76E-03  

TLR7,VEGFA,C5,IL36B,DAAM1,IRAK3,FZD4,TL
R4,TLR8,PRKCA,FZD1,TNF,CCND1,CSF1,IL10,IK

BKE,FCGR3A/FCGR3B 
Superpathway of Cholesterol 

Biosynthesis 8.32E-03  HMGCS1,DHCR24,MVK,CYP51A1 

Cyclins and Cell Cycle Regulation 8.71E-03  
CCNA1,CCND2,CCND1,CCNA2,CDK6,HDAC9,C

DK1 
 
The pathways significantly altered by platelet MPs were identified with the Ingenuity 
Pathways Analysis software (Qiagen). The threshold criteria applied for the inclusion of the 
genes were as follows: (i) an expression value above the background, (ii) a fold change < -
1.5 or > 1.5 between the MPs and Naive conditions, and (iii) a p-value < 0.05. A negative 
and a positive z-score indicate predicted pathway inhibition or activation, respectively. The 
absence of a z-score indicate pathways where no prediction can currently be made. 
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Supplementary Figure S1. Characterization of platelet MPs isolated from thrombin-
activated platelets by flow cytometry. 
Representative flow cytometry analyses of the platelet MPs that were coincubated with 
primary human macrophages. MPs (1 µl) isolated from platelets activated with thrombin 
for 60 min were diluted in 100 µl of phosphate buffered saline (PBS) and incubated in the 
presence of APC-conjugated mouse IgG (isotype) or APC-conjugated anti-human CD41a 
(BD Biosciences) for 30 min. Then, the samples were diluted to 500 µl in PBS and 
analyzed cytofluorometrically using a forward-scattered (FSC) light coupled to a 
photomultiplier tube (PMT) option (FSC-PMT) (BD Biosciences) mounted on a 
fluorescence-activated cell sorting (FACS) FACS Canto II equipped with PMT option (BD 
Biosciences). The flow cytometer was calibrated before all data acquisitions using BD 
cytometer Setup and Tracking beads (BD Biosciences). Because of the size heterogeneity 
of MPs, fluorescent Sky Blue microspheres (ranging from 90 nm to 3,200 nm in diameter; 
Spherotech) were used to calibrate our FACS and estimate the size of MPs. The CD41a+ 
events were portrayed as FSC and side-scattered light (SSC) PMT graph using the BD 
FACSDiva software. SSC, Side-scattered light.  
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Supplementary Figure S2. Macrophage miR-125b levels are not affected by exposure 
to platelet MPs and/or treatment with actinomycin D. 
Macrophages were pre-treated (+) or not (-) for 1 h with actinomycin D (3 µg/ml final) 
prior to exposure (+) or not (-) to a pool of platelet MPs (at a macrophage:MP ratio of 
1:100) for 6 h, and miR-125b level in macrophages was assessed by qPCR (n = 3 individual 
donors). qPCR data were expressed as mean Ct values. 
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Supplementary Figure S3: The level of 5 different mRNAs, that are devoid of 
predicted binding sites for miR-126-3p, was not affected by the miR-126-3p sponge. 
Macrophages transiently expressing a miR-126 sponge (pRL-CMV-BS miR-126-3p 
vector), a control sponge (pRL-CMV vector without miR-126-3p BS) or no sponge, were 
incubated or not with platelet MPs for 48 h. After total RNA extraction, the level of 
MTOR, MMP9, HIPK3, RNF38, CCD71 mRNAs, which are devoid of predicted binding 
sites for miR-126-3p, in primary macrophages was quantitated by qPCR (n = 4-8 individual 
donors). qPCR data were normalized by the 2^-ΔΔCt method, using GAPDH mRNA as a 
reference, and expressed as fold changes versus baseline (Naive condition). Mean ± SEM. p 
value not significant versus baseline by one-way ANOVA.  
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Supplementary Figure S4: Platelet MP-induced downregulation of CCL4, CSF1 and 
TNF mRNA levels may not be mediated by miR-126-3p. 
Macrophages transiently expressing a miR-126 sponge (pRL-CMV-BS miR-126-3p 
vector), a control sponge (pRL-CMV vector without miR-126-3p BS) or no sponge, were 
incubated or not with platelet MPs for 48 h. After total RNA extraction, the level of CCL4, 
CSF1 and TNF mRNAs, which are devoid of predicted binding sites for miR-126-3p, in 
primary macrophages was quantitated by qPCR (n = 4-8 individual donors). qPCR data 
were normalized by the 2^-ΔΔCt method, using GAPDH mRNA as a reference, and expressed 
as fold changes versus baseline (Naive condition). Mean ± SEM. **p < 0.01; ***p < 
0.0001 versus baseline by one-way ANOVA.  
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Supplementary Figure S5: Platelet MPs do not induce apoptosis of recipient primary 
human macrophages. 
Macrophages were co-cultured (MPs) or not (Naive) with platelet MPs for up to 72 h prior 
to flow cytometry analysis of the percentage of apoptotic cells by using the FITC Annexin 
V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen) and following the manufacturer’s protocol. 
Results were expressed as mean ± SEM (n = 3). p value not significant versus baseline by 
one-way ANOVA.   
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Supplementary Figure S6. Several mRNAs altered by platelet MPs are involved in 
phagosome formation. 
The primary human macrophage mRNAs involved in phagosome formation and altered by 
platelet MPs are: TLR4 (TLR), TLR8 (TLR), MRC1 (MR), TLR7 (TLR), PRKCA (PKC), 
ITGA3 (Integrin), RHOD (Rho-GTPase), RHOF (Rho-GTPase), FCGR2A (FcRs), 
FCGR3A/FCGR3B (FcRs). Up- (in red) and down- (in green) regulated genes, as well as 
the cellular functions affected (in grey), are depicted in color. Color intensity reflects the 
extent of variation. The pathway was designed using the Ingenuity Pathways Analysis 
software (Qiagen).  
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Supplementary Figure S7. Several mRNAs altered by platelet MPs are involved in 
caveolae-mediated endocytosis signaling. 
The primary human macrophage mRNAs involved in caveolae-mediated endocytosis 
signaling and altered by platelet MPs are (in red): Filamin B (FLNB), integrin alpha M, 
complement component 3 receptor 3 subunit (ITGAM), protein kinase C, alpha (PRKCA), 
ITGA3 (integrin alpha-3), decay-accelerating factor (DAF or CD55), Dual specificity 
tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 3 (DYRK3) and Flotillin-2 (FLOT2). Up- (in 
red) and down- (in green) regulated genes, as well as the signaling pathways affected by 
up- (purple) or down- (blue) regulated genes, are depicted in color. Color intensity reflects 
the extent of variation. The pathway was designed using the Ingenuity Pathways Analysis 
software (Qiagen).  
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Supplementary Figure S8. The mRNA level of three macrophage genes, which are 
positive regulators of phagocytosis, were confirmed to be up-regulated by platelet 
MPs. 
Macrophages were incubated or not with platelet MPs for 48 h at a macrophage:MP ratio of 
1:100. After total RNA extraction, the level of MRC1, FCGR3A/B and FCGR2A mRNAs 
in primary human macrophages was quantitated by qPCR (n = 8 individual donors). qPCR 
data were normalized by the 2^-ΔΔCt method, using GAPDH mRNA as a reference, and 
expressed as fold changes versus baseline (Naive condition). Mean ± SEM. **p < 0.01; 
***p < 0.0001 versus baseline by Student’s t test.  
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Supplementary Figure S9. The phagocytosis of latex microbeads by primary human 
macrophages is blocked by Cytochalasin D. 
Macrophages that were not exposed to platelet MPs were pre-treated with cytochalasin D 
(Cyt. D, 5 µM; Sigma) for 1 h prior to incubation with fluorescently labeled latex 
microbeads (2 µm in diameter) for 2 h at 37°C (n = 3 individual donors). Bead 
phagocytosis was assessed by confocal microscopy (×63 objective). DIC, differential 
interference contrast.  
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Chapitre 4: Discussion générale  

4.1 Mise en contexte 
Bien que les plaquettes soient très riches en microARN et que des études aient suggéré un 

rôle pour ces microARN dans la régulation des ARNm et de la biologie des plaquettes 

(Corduan et al., 2015; Kondkar et al., 2010; Nagalla et al., 2011), le rôle intra-plaquettaire 

des microARN est difficile à étudier du fait de certaines limitations techniques associées à 

l’étude des plaquettes, notamment leur très faible efficacité de transfection (Hong et al., 

2011; Landry et al., 2009). Ainsi, la capacité des plaquettes à libérer des MPs suite à leur 

activation (Boilard et al., 2010), le contenu en microARN des MPs de plaquettes (Diehl et 

al., 2012; Hunter et al., 2008) et la capacité des MPs à participer aux communications 

intercellulaires (Cocucci et al., 2009) nous ont amené à étudier un possible rôle extra-

plaquettaire des microARN. Durant mes travaux de thèse, j’ai ainsi démontré que les 

plaquettes activées à la thrombine libèrent des MPs capables de réguler l’expression des 

gènes de cellules endothéliales (HUVEC) et de macrophages primaires humains via leur 

contenu en microARN, mais aussi de reprogrammer le transcriptome et les fonctions des 

macrophages au sein desquelles elles sont internalisées. 

4.2 Choix du modèle d’étude 

Les microARN circulants ne sont pas exclusifs aux MPs. Les exosomes et les corps 

apoptotiques en contiennent et participent aux communications intercellulaires via leur 

contenu en microARN et autres biomolécules (Valadi et al., 2007; Zernecke et al., 2009). 

Les plaquettes sont également capables de libérer des exosomes suite à leur stimulation par 

différents agonistes (Aatonen et al., 2014; Heijnen et al., 1999). Cependant, si les exosomes 

sont connus pour leur richesse en petits ARN, notamment en microARN (Gallo et al., 2012; 

Valadi et al., 2007), le contenu en microARN des exosomes de plaquettes n’a toujours pas 

été élucidé. Une autre classe de microARN circulants a été décrite, à savoir les microARN 

associés à des protéines, telles que Ago2 (Arroyo et al., 2011; Turchinovich et al., 2011) ou 

les HDL (Vickers et al., 2011). S’il existe un débat quant à savoir si la majorité des 

microARN circulants sont sous forme de complexes RNP ou associées aux vésicules extra-

cellulaires, il n’y a, à ce jour, aucune étude faisant état d’un transfert fonctionnel de 
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microARN impliquant des complexes RNP, à l’exception des HDL (Tabet et al., 2014; 

Vickers et al., 2011). Pour savoir sous quelle forme les plaquettes libèrent leur contenu en 

microARN suite à leur activation, nous avons analysé, par qPCR, le contenu en microARN 

des MPs de plaquettes ainsi que du surnageant des MPs qui contient le reste du matériel qui 

est moins dense, dont les éventuels exosomes et complexes RNP. Ainsi, nous avons 

observé un enrichissement bien plus important en microARN associés aux MPs 

comparativement au surnageant, suggérant que des microARN plaquettaires sont libérés 

sous la forme de MPs. 

Nous avons étudié des MPs produites par des plaquettes stimulées à la thrombine, un 

agoniste plaquettaire physiologique impliqué dans l’activation plaquettaire et la cascade de 

coagulation (Brass, 2003). À la suite de tests préliminaires réalisés au laboratoire, nous 

avons observé que, pour une même durée de stimulation, la thrombine induit la libération 

d’un plus grand nombre de MPs que deux autres agonistes plaquettaires physiologiques, 

soit le collagène et l’ADP. De plus, le contenu des MPs en microARN est supérieur lorsque 

les plaquettes ont été stimulées à la thrombine plutôt qu’avec du collagène ou encore de 

l’ADP, justifiant ainsi notre choix pour l’étude du rôle extra-plaquettaire des microARN. 

Ce dernier point est d’ailleurs très intéressant, car une étude récente a démontré qu’un 

exosome issu de différentes sources (plasma, fluide séminal et différents types cellulaires) 

contient moins d’une molécule d’un microARN donné (Chevillet et al., 2014). Ce résultat 

est très surprenant, mais aussi très intéressant, quand on sait que les exosomes représentent 

la classe de vésicules extracellulaires où le transfert intercellulaire de microARN 

fonctionnels a été le mieux étudié (Melo et al., 2014; Mittelbrunn et al., 2011; Montecalvo 

et al., 2012; Squadrito et al., 2014; Valadi et al., 2007; Zhang et al., 2010). La 

caractérisation et la quantification de nos MPs ont été réalisées par cytométrie en flux en 

utilisant un cytomètre capable de détecter des vésicules aussi petites que 100 nm de 

diamètre (Cloutier et al., 2013). La taille des MPs a été déterminée à l’aide d’une échelle 

réalisée suite à l’utilisation de billes de différents diamètres, compris entre 90 et 3200 nm, 

alors que la concentration de MPs a été déterminée par l’ajout de billes fluorescentes (de 

concentration connue), dans l’échantillon de MPs (de volume connu), qui servent de 

standard interne pour déterminer le volume acquis lors de l’analyse de l’échantillon 

(Cloutier et al., 2013; Rousseau et al., 2015). L’utilisation seule de la cytométrie de flux ne 
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permet toutefois pas une caractérisation complète des MPs, selon un article publié par la 

société internationale des vésicules extracellulaires (International Society of Extracellular 

Vesicles, ISEV) (Lotvall et al., 2014). En effet, les MPs peuvent être étudiées par 

microscopie électronique à transmission (Transmission Electron Microscopy, TEM) 

(Gyorgy et al., 2011b) ou cryo-TEM (Arraud et al., 2014). Ces approches permettent de 

déterminer l’origine grâce à l’utilisation d’anticorps spécifiques couplés à des billes d’or, et 

même la taille et la concentration pour la cryo-TEM, mais suite à un travail plus fastidieux 

qu’avec la cytométrie. Des méthodes basées sur le mouvement brownien des MPs sont 

également utilisées pour leur étude. La Nanoparticle tracking analysis (NTA) (Dragovic et 

al., 2011) ou la Dynamic Light Scattering (DLS) (Lawrie et al., 2009) sont capables de 

déterminer la taille des MPs, de même que l’origine pour la NTA. En revanche, elles ne 

sont pas conçues pour déterminer la concentration des MPs. Ainsi, bien qu’il serait 

intéressant de confirmer les résultats obtenus par cytométrie, l’utilisation d’un cytomètre de 

flux adapté à l’étude des MPs (Rousseau et al., 2015) et qui nous permet de caractériser (ou 

confirmer) l’origine des MPs ainsi que leur taille et concentration, conjuguée à l’utilisation 

d’un protocole d’isolation de MPs reconnu par la communauté scientifique (Boilard et al., 

2010; Boudreau et al., 2014; Cloutier et al., 2013), nous assurent de la qualité des 

échantillons de MPs utilisés pour mes études. 

4.3 Internalisation des MPs de plaquettes 

Au cours de mes études, la co-incubation des MPs avec des cellules endothéliales HUVEC 

ou des macrophages primaires humains s’est toujours traduite par une internalisation des 

MPs dans les cellules cibles, et cela, sans stimulation ou autre traitement préalable des 

cellules. Différents mécanismes d’internalisation des MPs de plaquettes circulantes ont déjà 

été caractérisés. Les cellules endothéliales internalisent les MPs par un mécanisme 

d’endocytose dépendant de la protéine Del-1 (Dasgupta et al., 2012), alors que les 

macrophages le font par un mécanisme de phagocytose dépendant de la lactadhérine 

(Dasgupta et al., 2009) ou de la 2-glycoprotéine 1 (Abdel-Monem et al., 2010). Ces trois 

protéines ont en commun la capacité de se lier aux MPs et de servir de pont entre la PS 

exprimée à la surface des MPs et les intégrines des cellules cibles. Elles sont toutes trois 

sécrétées par les cellules endothéliales ou macrophages et se retrouvent ainsi dans le 
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plasma. À l’exception de la 2-glycoprotéine 1, qui peut se lier à la surface des plaquettes 

au repos (Shi et al., 2006), il serait surprenant de retrouver Del-1 ou la lacthadérine à la 

surface des MPs qui sont produites et isolées à partir de plaquettes purifiées et lavées qui, 

dans un état inactivé, ne lient pas ces protéines (Dasgupta et al., 2012; Shi et al., 2008). De 

plus, l’inhibition des différents mécanismes d’internalisation cités ci-dessus réduit, mais 

n’empêche jamais, l’internalisation des MPs par ces deux types cellulaires. Ceci démontre 

que les interactions et l’internalisation des MPs par les cellules cibles se font par le biais de 

mécanismes différents. Ainsi, il serait intéressant d’utiliser des inhibiteurs d’endocytose ou 

de phagocytose, voire même des anticorps bloquants, afin d’essayer de diminuer ou de 

bloquer l’internalisation des MPs. En effet, le mécanisme d’interaction ou d’internalisation 

des MPs peut avoir une influence importante sur le devenir des MPs et de leur cargo. Les 

interactions peuvent simplement impliquer (i) une liaison entre récepteurs à la surface des 

deux protagonistes afin d’induire un transfert de récepteur(s) et/ou de la signalisation, (ii) 

une fusion entre les membranes de la cellule et de la MP, qui se traduit par une libération 

non spécifique du contenu de la MP dans la cellule cible, ou (iii) une internalisation des 

MPs par phagocytose ou endocytose (Cocucci et al., 2009). Dans ce dernier cas, le cargo 

des MPs peut être libéré dans le cytoplasme de la cellule suite à la fusion de la membrane 

de la MP avec celle de l’endosome ou du phagosome, ou bien dégradé par les lysosomes 

(Cocucci et al., 2009). 

La localisation des MPs suite à leur internalisation dans les cellules cibles est également un 

aspect important qu’il serait intéressant d’étudier plus en profondeur. En effet, les MPs de 

plaquettes représentent une source importante de matériel biologique, dont la participation 

aux communications intercellulaires dépend du devenir de la MP qui le transporte jusqu’à 

la cellule cible. Les MPs contiennent des cytokines et chimiokines, des lipides bioactifs, 

des facteurs de croissance, de transcription ou de la coagulation, des enzymes actives, des 

molécules d’adhésion, des protéines et des acides nucléiques, dont les microARN (Aatonen 

et al., 2012; Cocucci et al., 2009; Mause and Weber, 2010; Ratajczak et al., 2006). Ainsi, il 

serait intéressant de déterminer si, par exemple, les MPs internalisées peuvent se rendre au 

noyau de la cellule cible, où leur cargo de facteurs de transcription pourrait exercer un effet 

sur l’expression des gènes. Dans le cas des microARN, la voie des microARN a été 

montrée comme étant fonctionnelle au niveau des P-bodies (Krol et al., 2010), du REr 
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(Stalder et al., 2013), de la voie des endosomes (Gibbings et al., 2009) ou même du noyau 

(Gagnon et al., 2014). Ainsi, l’utilisation de marqueurs spécifiques de ces régions 

permettrait de faire des études de colocalisation avec les MPs internalisées, et donc 

d’expliquer, du moins en partie, comment les microARN de MPs peuvent réguler 

l’expression des gènes des cellules cibles. En effet, si nous avons mis en évidence 

l’existence de complexes Ago2microARN fonctionnels dans les MPs, il est fort probable 

que les microARN de MPs, associés ou pas à une protéine Ago, intègrent la voie endogène 

des microARN de la cellule cible pour assurer leur fonction. Les résultats que j’ai obtenu, 

où j’observe une diminution du niveau des ARNm cibles et des protéines correspondantes, 

supportent un scénario selon lequel les microARN de MPs induisent une diminution de la 

traduction des ARNm cibles qui s’accompagnent de leur déstabilisation. Or, dans la voie 

des microARN, la protéine Ago2 ne peut cliver l’ARNm cible du fait d’une 

complémentarité imparfaite entre le microARN et l’ARNm cible ni même induire une 

quelconque déstabilisation de l’ARNm cible par elle-même. Ainsi, il est fort probable que 

les microARN, les protéines Ago ou les complexes Ago2microARN des MPs s’associent 

avec leurs partenaires de la voie endogène des microARN, telle que la protéine GW182 

(Eulalio et al., 2009; Eulalio et al., 2008), pour exercer leur effet régulateur sur l’expression 

des gènes. 

4.4 Transfert des microARN par les MPs de plaquettes 

L’internalisation des MPs dans leurs cellules cibles s’accompagne d’un enrichissement en 

microARN, miR-223 dans les HUVEC et miR-126-3p dans les macrophages, qui suggère 

que les MPs sont capables de livrer leur cargo de microARN à leur cellule réceptrice. J’ai 

démontré la preuve de concept du transfert de microARN fonctionnels de MPs vers une 

cellule cible en étudiant le transfert de miR-223 aux cellules HUVEC. Nous avons 

sélectionné miR-223, car il est très abondant dans les plaquettes (Landry et al., 2009; Ple et 

al., 2012a) et très faiblement exprimé dans les HUVEC (Voellenkle et al., 2012), ce qui a 

facilité l’appréciation du transfert de microARN. Nous avons, par ailleurs, confirmé par 

qPCR que les MPs de plaquettes stimulées à la thrombine présentent un profil de 

microARN très similaire à celui des plaquettes et contiennent donc une quantité importante 

de miR-223. L’enrichissement important en miR-223, que j’ai observé dans des HUVEC 
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exposées aux MPs, démontre que les MPs sont capables de livrer leur contenu en miR-223 

dans les HUVEC. La transcription du gène codant pour miR-223 dans les HUVEC 

(exposées à des MPs) pourrait aussi expliquer l’enrichissement en miR-223 observé, 

quoiqu’il a été démontré que ce microARN n’est pas transcrit dans les cellules HUVEC 

(Tabet et al., 2014). Ceci étant dit, l’induction de la transcription du gène codant pour miR-

223 suite à l’internalisation des MPs, est une possibilité qui mérite d’être étudiée. 

L’origine myéloïde commune des macrophages et des plaquettes rend l’analyse du transfert 

de microARN plus difficile, car le profil des microARN plaquettaires (et donc des MPs) est 

très similaire à celui des macrophages. Il est alors plus difficile de différencier les 

microARN délivrés par les MPs de ceux qui sont nouvellement synthétisés suite à 

l’internalisation de ces dernières par les macrophages. L’analyse par biopuce à ARN a 

démontré un enrichissement important en miR-126-3p dans les macrophages exposés aux 

MPs. La confirmation de ce résultat par qPCR, en présence ou non d’actinomycine D, un 

inhibiteur de la transcription, démontre que l’enrichissement en miR-126-3p observé est 

bien relié à un transfert de ce microARN aux macrophages et non à une augmentation de la 

transcription du microARN. L’analyse des niveaux de pri-miR-126 et pre-miR-126 aurait 

également pu écarter l’hypothèse de la transcription de novo. Une autre option intéressante 

aurait été de transfecter les plaquettes avec un ARN exogène, non présent chez l’humain, 

avant de stimuler ces dernières pour produire des MPs qui contiennent cet ARN. Bien que 

cela ne soit pas impossible, la très faible efficacité de transfection des plaquettes représente 

une limitation non négligeable. Je crois que le développement de nouvelles techniques 

devrait permettre de s’affranchir de ces limitations dans un avenir rapproché, tel qu’en 

atteste la mise au point d’un système de transfection des exosomes (Exo-Fect Exosome 

Transfection kit) par la compagnie System Biosciences (Momen-Heravi et al., 2014). 

4.5 Fonctionnalité des microARN de MPs 

Les microARN fonctionnent en complexe avec une protéine Ago (Bartel, 2009). La 

présence de la protéine Ago2, mais aussi de complexes effecteurs Ago2microARN, dont 

Ago2miR-223, fonctionnels dans les MPs suggère que les microARN transférés par les 

MPs peuvent également être fonctionnels dans les cellules réceptrices. J’ai pu démontrer 
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cela en utilisant un système de gènes rapporteurs et en étudiant l’effet des microARN de 

MPs sur l’expression de gènes endogènes des cellules réceptrices utilisées, tant au niveau 

de l’ARNm que de la protéine. Initialement, j’ai choisi d’étudier des cibles validées de 

miR-223 dont les niveaux d’expression sont élevés dans les HUVEC, considérant que 

l’effet régulateur des microARN dépend de l’abondance relative de leurs ARNm cibles 

(Pasquinelli, 2012). EFNA1 et FBXW7 sont tous deux ciblés par miR-223 (Li et al., 2012; 

Vickers et al., 2011), et l’internalisation des MPs par les HUVEC se traduit par une 

diminution des niveaux d’ARNm et de protéines de ces deux gènes dans les HUVEC. Le 

rôle de miR-223 dans les HUVEC a été confirmé par l’utilisation d’une éponge à miR-223, 

une approche expérimentale développée par l’équipe du Dr. Philip Sharp (Ebert et al., 

2007), qui permet de séquestrer un microARN spécifique et d’inhiber son action. Par 

ailleurs, il est intéressant de noter que la diminution du niveau d’ARNm est plus marquée et 

durable pour FBXW7 que pour EFNA1, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que le 

premier possède quatre sites de liaison pour miR-223 dans son 3’UTR contre seulement un 

pour EFNA1. En effet, un effet coopératif est possible lorsque plusieurs sites de liaison 

d’un même microARN ou de plusieurs microARN différents sont situés à proximité les uns 

des autres au niveau du 3’UTR de leur cible (Bartel, 2009). Ainsi, la présence de sites de 

liaison pour d’autres microARN provenant des MPs pourrait être une autre explication. 

Enfin, la diminution du niveau des ARNm et des protéines correspondantes supporte un 

scénario dans lequel les microARN de MPs intègrent la voie endogène des microARN de la 

cellule cible et induisent une diminution de la traduction des ARNm cibles, qui 

s’accompagnent d’une baisse du niveau des ARNm cibles. 

Pour les macrophages, l’analyse comparative de leur transcriptome par biopuce à ARN a 

permis d’identifier plusieurs ARNm qui sont des cibles prédites, par des algorithmes bio-

informatiques, de miR-126-3p et dont les niveaux sont régulés à la baisse suite à 

l’exposition aux MPs. Quatre cibles ont été sélectionnées et la validation des résultats par 

qPCR et immunobuvardage a démontré la capacité de miR-126-3p issu des MPs à réguler 

l’expression des gènes des macrophages au niveau de l’ARNm et de la protéine. Par 

ailleurs, l’analyse transcriptomique des macrophages exposés aux MPs a révélée d’autres 

ARNm dont les niveaux d’expression sont régulés à la baisse. Connaissant la diversité et la 

richesse en microARN des plaquettes (Landry et al., 2009; Ple et al., 2012a), et sachant que 
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chaque microARN peut réguler de nombreux ARNm cibles pendant que chaque ARNm 

peut être régulé par plusieurs microARN, il est difficile d’établir la proportion des ARNm 

régulés à la baisse imputable aux microARN. Cependant, cela présenterait un grand intérêt 

afin d’approfondir notre compréhension sur la régulation exercée par les microARN 

plaquettaires (et leur contribution relative) au sein du macrophage et sur leur éventuelle 

implication dans la reprogrammation de ses fonctions. Ceci étant dit, si certains des ARNm 

régulés à la baisse dans le macrophage sont des cibles potentielles d’autres microARN 

plaquettaires, l’identification de l’ensemble des ARNm endogènes régulés par les 

microARN de MPs nécessiterait l’identification de l’ensemble des microARN délivrés par 

les MPs et l’établissement de corrélations entre les niveaux d’expressions des microARN et 

des ARNm. Cela reposerait alors sur des prédictions bio-informatiques et nécessiterait donc 

une validation expérimentale approfondie qui représente un travail énorme à l’échelle du 

transcriptome. L’utilisation de souris déficientes en un microARN donné, ou en un 

regroupement (cluster) de plusieurs microARN, représente une option intéressante pour 

valider l’implication d’un microARN dans la régulation de l’expression des gènes, mais ne 

permet l’étude que d’un seul microARN à la fois, ce qui minimise les chances d’observer 

des effets significatifs. 

Deux autres groupes de recherche ont confirmé que les MPs de plaquettes peuvent 

effectivement participer aux communications intercellulaires via leur contenu en 

microARN. Une première étude a démontré que les MPs peuvent, via leur contenu en 

microARN, réguler l’expression des gènes de cellules endothéliales HMEC-1 (Human 

Microvascular Endothelial Cell-1) suite à leur internalisation (Gidlof et al., 2013). Le 

transfert de microARN par les MPs a été démontré en transfectant des plaquettes avec un 

microARN exogène de C. elegans, cel-miR-39, puis en activant les plaquettes transfectées 

pour produire des MPs contenant cel-miR-39. Le microARN exogène a ainsi été détecté 

dans les cellules endothéliales réceptrices à la suite d’une co-incubation de ces dernières 

avec les MPs, alors que le miR-320 endogène contenu dans les MPs régule à la baisse 

l’expression de l’ARNm et de la protéine ICAM-1 des cellules endothéliales HMEC-1. Une 

deuxième étude a montré que l’incubation de cellules endothéliales HUVEC avec des MPs 

de plaquettes, riches en miR-223, permet la livraison de miR-223 qui va alors cibler le 

récepteur de l’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) et induire l’apoptose des cellules (Pan 
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et al., 2014). Cette dernière observation est intéressante, dans la mesure où nous n’avons 

pas remarqué l’induction d’apoptose dans les cellules endothéliales HUVEC exposées aux 

MPs (Laffont et al., 2013a). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les MPs utilisées dans 

cette étude proviennent de plasma riche en plaquettes stimulé à la TPO ou à la thrombine 

avant une sédimentation des vésicules à 100 000 g. Ainsi, le culot de vésicules utilisé 

contient non seulement des MPs de plaquettes, mais aussi très certainement des exosomes 

de plaquettes, divers facteurs plasmatiques et probablement aussi des vésicules extra-

cellulaires d’origine non-plaquettaire, qui sont autant de facteurs pouvant potentiellement 

induire les effets observés. 

4.6 Effets de l’internalisation des MPs sur le transcriptome des 
macrophages primaires humains 

L’analyse du transcriptome des macrophages a permis d’apprécier les changements 

d’expression des microARN et autres ARN, dont les ARNm, induit par l’exposition de ces 

cellules aux MPs de plaquettes. Soixante-six microARN et plus de 400 ARN codants ou 

non codants (autres que des microARN) présentent une expression différentielle dans les 

macrophages exposées aux MPs. Compte tenu de la grande diversité de molécules 

bioactives potentiellement transmissible par les MPs de plaquettes (Aatonen et al., 2012; 

Mause and Weber, 2010), il est bien évident que toutes ces modifications ne sont pas 

strictement imputables aux microARN de MPs. À l’inverse, il est fort probable que parmi 

les 277 ARN régulés à la baisse, il y en ait plus que les quatre ARNm analysés dont 

l’expression différentielle soit liée aux microARN. En effet, l’origine commune des 

macrophages et des plaquettes (donc des MPs) fait en sorte que leurs profils d’expression 

en microARN sont très similaires. Ainsi, l’apport de microARN similaires par les MPs peut 

induire une augmentation rapide du niveau de certains microARN au sein du macrophage, 

et une régulation accrue de l’expression des ARNm cibles. De plus, sachant que l’effet 

régulateur des microARN dépend en partie de l’abondance relative de leurs ARNm cibles, 

il est attendu que les microARN plaquettaires exercent un effet global marqué sur le 

transcriptome des macrophages qui expriment de nombreuses cibles endogènes. Cependant, 

tel que discuté plus tôt, l’étude de la proportion de ces changements imputables aux 

microARN nécessiterait un travail important de bio-informatique qui devrait ensuite être 
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validé expérimentalement. La richesse du contenu des MPs peut également fournir d’autres 

éléments de réponse par rapport à la diminution d’expression des ARN dans les 

macrophages. En effet, les cytokines et autres molécules bioactives des MPs peuvent 

activer et/ou inhiber des voies de signalisation afin d’induire une diminution de la 

transcription ou une déstabilisation des ARN dans le macrophage. Une autre explication 

pourrait impliquer une élimination des ARN par exocytose (Gibbings et al., 2009), compte 

tenu du fait que les exosomes libérés dans ces conditions contiennent différentes population 

d’ARN (Valadi et al., 2007). 

Parmi les ARN de macrophages dont l’expression est modifiée par les MPs, 157 sont 

régulés à la hausse. Bien que, dans de très rares cas, les microARN peuvent, de concert 

avec des RBP, permettre la stabilisation, voire même une augmentation de la traduction, de 

leurs ARNm cibles (Krol et al., 2010), il est peu probable que les microARN de MPs soient 

directement impliqués, à moins qu’ils modulent l’activation de la transcription des gènes 

concernés. Par ailleurs, il est difficile de discuter d’un transfert direct d’ARNm par les MPs 

compte tenu de l’absence d’études sur le contenu en ARNm des MPs de plaquettes. Cette 

hypothèse ne peut toutefois pas être complètement écartée, étant donné la diversité 

d’ARNm présents dans les plaquettes (Rowley et al., 2011), malgré que les ARNm n’y 

soient pas très abondant dans les plaquettes. Une des explications les plus plausibles serait 

une augmentation de la transcription de ces gènes dans les macrophages exposés aux MPs. 

Cette transcription pourrait découler de l’activation de voies de signalisation ou bien d’un 

transfert immédiat de molécules bioactives, tels que des facteurs de transcription, par les 

MPs. 

Concernant les microARN, 34 sont régulés à la hausse dans les macrophages exposés aux 

MPs. Si, compte tenu de la richesse des MPs en microARN, il est tentant de penser que ces 

changements sont dus à la livraison du contenu en microARN des MPs, cela demande 

confirmation, comme nous l’avons fait pour miR-126-3p. De plus, il serait intéressant de 

connaitre le profil d’expression en microARN des MPs afin de pouvoir le comparer à celui 

des macrophages et d’avoir une idée plus précise quant aux probabilités que ces 

changements soient liés au transfert des microARN par les MPs. Cependant, compte tenu 

du profil d’expression semblable des microARN de macrophages et de plaquettes, et du fait 
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que les MPs sont capables d’induire l’activation de nombreuses voies de signalisation dans 

leurs cellules cibles, il est très difficile d’écarter l’idée selon laquelle une proportion de ces 

changements d’expression de microARN soit lié à une augmentation de leur transcription 

dans les macrophages. L’utilisation de MPs de souris déficiente en un microARN donné 

serait ici un excellent moyen de valider le transfert du microARN en question. De la même 

manière, une diminution de la transcription induite par les MPs peut expliquer les 32 

microARN régulés à la baisse dans les macrophages. Cette diminution peut également être 

due à une déstabilisation des microARN induite par le cargo des MPs, à leur élimination 

par exocytose (Gibbings et al., 2009), voire même à leur libération au sein de MPs 

produites par les macrophages exposés aux MPs. Dans tous les cas de figure, la 

transcription des ARN dans les macrophages receveurs pourrait expliquer bon nombre de 

modifications observées. Ainsi, il serait intéressant de procéder à une analyse 

transcriptomique de macrophages traités avec un inhibiteur de la transcription, comme 

l’actinomycine D. Cependant, cette drogue est vraiment nocive pour les cellules et pourrait 

induire un changement global du transcriptome qui serait difficile de distinguer des effets 

induits par l’internalisation des MPs. De la même manière, la richesse des MPs fait qu’il 

serait intéressant d’étudier la contribution des autres composants de leur cargo dans la 

modification du transcriptome et la reprogrammation des fonctions du macrophages. 

Toutefois, le fait que les MPs et les macrophages partagent de nombreux composants en 

communs, associé à la complexité du contenu des MPs, rendent ces études plutôt 

complexes et les résultats difficiles à interpréter. 

4.7 Effets de l’internalisation des MPs sur les fonctions des 
macrophages primaires humains 

Les macrophages ont pour fonction première de maintenir l’homéostasie. Pour cela, ils 

disposent de quatre fonctions innées: la perception de l’environnement, la chimiotaxie, la 

phagocytose, et la présentation d’antigènes (Rees, 2010). Dans notre étude nous avons 

observé que le profil d’expression et de sécrétion des cytokines et chimiokines, ainsi que la 

capacité de phagocytose des macrophages, étaient modifiés suite à l’exposition aux MPs de 

plaquettes. Notre analyse comparative du transcriptome des macrophages a démontré une 

diminution de l’expression des ARNm codants pour les cytokines et chimiokines CCL4, 
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CSF1 et TNF. Si les prédictions bioinformatiques ne nous ont pas permis d’identifier des 

sites de liaison de microARN au sein de leurs 3’UTR, cette diminution n’en demeure pas 

moins intéressante, d’autant qu’elle corrèle avec les niveaux de sécrétion des protéines 

codantes par les macrophages exposées aux MPs. Compte tenu de l’importance d’une 

régulation fine de la sécrétion de ces médiateurs, ces changements pourraient avoir 

d’importantes répercussions physiologiques. En effet, CCL4 est un puissant 

chimioattractant qui joue un rôle crucial dans la réponse immunitaire en recrutant des 

leucocytes aux sites inflammatoires (Maurer and von Stebut, 2004). CSF1 (ou M-CSF) est 

très importante dans la biologie des macrophages. Elle est impliquée dans la 

différenciation, la prolifération, la migration et la survie des macrophages (Verschoor et al., 

2012). Quant au TNF, c’est un médiateur central de nombreuses activités biologiques, dont 

l’inflammation, la réponse immunitaire, la tumorigénèse, l’organogénèse et bien d’autres 

(Pfeffer, 2003). Cependant, afin d’avoir une vue plus globale, il serait intéressant de 

compléter notre étude par une caractérisation complète du sécrétome des macrophages 

exposées aux MPs via l’utilisation de puces de détection de cytokines et de chimiokines, ou 

de kits ELISA. De la même manière, il serait intéressant de comparer le sécrétome des 

macrophages activés avant leur exposition aux MPs. Une étude a d’ailleurs démontré que 

l’état d’activation des macrophages exposées aux MPs a une influence sur la sécrétion de 

TNF- et d’IL-10, qui est alors diminuée (Sadallah et al., 2011). De plus, selon les 

molécules utilisées pour activer les macrophages, cela permettrait de se rapprocher de 

certaines conditions physio-pathologiques et même d’évaluer les conséquences d’une telle 

interaction en utilisant des modèles animaux appropriés. Afin d’évaluer d’éventuelles 

conséquences de l’internalisation de MPs par les macrophages sur l’état d’activation des 

cellules environnantes, il serait intéressant d’utiliser le surnageant des macrophages 

exposés aux MPs pour la culture d’autres types cellulaires afin d’observer les effets sur leur 

activation, différenciation, survie ou autres modifications phénotypiques qu’il pourrait 

engendrer. 

L’analyse de nos résultats de transcriptomiques, à l’aide de l’outil Ingenuity Pathways 

Analysis (IPA), nous a permis d’identifier des variations d’expression de plusieurs ARNm 

codants pour des protéines impliquées dans la phagocytose. Suite à cela, nous avons 

observé une augmentation accrue de la capacité de phagocytose des macrophages exposés 
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préalablement aux MPs en utilisant des billes de latex, couramment utilisées pour des essais 

de phagocytose in vitro (Lasbury et al., 2003; Seyrantepe et al., 2010). Si rien n’indique 

que ces modifications proviennent d’un transfert des microARN de MPs, elles n’en sont 

pas pour autant inintéressantes, compte tenu de l’importance de la fonction de phagocytose 

des macrophages dans le maintien de l’homéostasie. En effet, la phagocytose permet aux 

macrophages d’éliminer les particules, débris, cellules apoptotiques et pathogènes 

(bactéries, parasites) présents dans les tissus. Elle s’avère donc essentielle au retour du tissu 

à l’homéostasie après un évènement perturbateur (Aderem and Underhill, 1999; Stuart and 

Ezekowitz, 2005). Ainsi, les MPs pourraient agir comme des médiateurs signalétiques 

indiquant aux macrophages la tâche à accomplir selon le contexte, homéostatique ou 

inflammatoire. Cela pourrait notamment être le cas au niveau de la rate, où les macrophages 

sont impliqués dans l’élimination des MPs circulantes (Dasgupta et al., 2009). Pour se 

rapprocher au plus près de conditions pathophysiologiques, il serait intéressant d’étudier la 

capacité de phagocytose des macrophages en utilisant des pathogènes, des cellules 

apoptotiques, des lipoprotéines de basse densité (LDL), voire même des MPs de plaquettes, 

afin de voir si la phagocytose de ces dernières peut être exacerbée à la suite d’une 

exposition préalable. 

Par ailleurs, notre analyse IPA indique que les voies de signalisation les plus touchées dans 

les macrophages exposées aux MPs sont impliquées dans l’athérosclérose, avec une 

prédiction d’effets athéromodulateurs. L’athérosclérose est une maladie inflammatoire 

chronique dans laquelle les plaquettes et les macrophages jouent un rôle majeur (Kaplan 

and Jackson, 2011; Moore and Tabas, 2011). La diminution de sécrétion des cytokines et 

chimiokines observée dans les macrophages exposés aux MPs irait dans le sens des 

résultats de l’analyse IPA, dans la mesure où CCL4, CSF1 et TNF sont toutes associées à 

une progression de la maladie et un phénotype pro-athérogénique des macrophages (Branen 

et al., 2004; Irvine et al., 2009; Ohta et al., 2005; Reape and Groot, 1999). De la même 

manière, l’augmentation de la capacité de phagocytose pourrait être bénéfique pour les 

macrophages qui sont chargés d’éliminer les nombreuses cellules apoptotiques des plaques 

d’athérosclérose. Cependant, cela pourrait aussi avoir un effet pervers, en augmentant la 

phagocytose de LDL oxydés par les macrophages, et donc la formation de cellules 

spumeuses qui affaiblit la plaque et la rend plus vulnérable à la rupture (Moore and Tabas, 
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2011; Schrijvers et al., 2007). Ceci étant dit, notre modèle d’étude de macrophages non 

activés ne nous permet pas de spéculer davantage sur ces résultats, qui nécessitent au 

minimum l’utilisation de macrophages activés in vitro de façon similaire à la condition 

d’athérosclérose, voire même l’utilisation d’un modèle animal spécifique de la maladie. 

4.8 Pertinence in vivo 

Si nos deux études ont été réalisées in vitro, la pertinence in vivo des communications 

intercellulaires impliquant des ARN contenus dans les vésicules extra-cellulaires a été 

démontrée dans plusieurs études. Valadi et ses collaborateurs ont été les premiers à avoir 

montré un tel transfert chez la souris (Valadi et al., 2007). En incubant des exosomes de 

mastocytes murins contenant des ARNm et des microARN, en présence de mastocytes 

humains, ils ont observé un transfert fonctionnel des microARN et des ARNm, qui ont 

ensuite été traduits en protéines. Des exosomes de cellules dendritiques de souris sont 

également capables de réguler l’expression des gènes de cellules dendritiques réceptrices 

via leur contenu en microARN (Montecalvo et al., 2012). Une autre étude chez la souris a 

montré un effet pro-angiogénique des MPs de cellules endothéliales impliquant un transfert 

fonctionnel d’ARNm (Deregibus et al., 2007). Chez des patients ayant subi un infarctus du 

myocarde, l’activation des plaquettes s’accompagne d’une libération du contenu en 

microARN dans les MPs, qui sont ensuite capables de réguler l’expression de ICAM-1 

dans les cellules endothéliales (Gidlof et al., 2013). Les MPs circulantes et leur cargo de 

microARN ou autres molécules bioactives sont d’ailleurs utilisés comme biomarqueurs 

dans de nombreux contextes physiopathologiques, notamment dans les maladies 

cardiovasculaires qui sont associées avec des niveaux élevés de MPs circulantes (Amabile 

et al., 2010; Boulanger et al., 2001; Mallat et al., 2000; Morel et al., 2004). Cependant, les 

connaissances actuelles ne permettent pas de savoir si ces modifications résultent d’une 

augmentation du taux de formation et de libération de MPs, d’une diminution de leur 

captation ou élimination, ou d’une combinaison des deux. 

Un autre aspect important des communications intercellulaires concerne le devenir des MPs 

circulantes. Si, suite à leur injection, leur élimination est relativement rapide (Dasgupta et 

al., 2009; Dasgupta et al., 2012; Rand et al., 2006; Rank et al., 2011), leur destination est 
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pour le moins incertaine, même si des études suggèrent que la rate, le foie, les poumons et 

les reins pourraient constituer des sites d’élimination des MPs via les macrophages et 

cellules endothéliales de ces tissus (Rautou and Mackman, 2012). Cependant, nos analyses 

par cytométrie de flux des macrophages de différents tissus de souris injectées avec des 

MPs fluorescentes ne nous ont pas permises de retrouver nos MPs, pas plus que l’analyse 

des tissus complets en utilisant un système d’imagerie (Xenogen). Compte tenu de la 

grande capacité d’interaction des MPs de plaquettes avec de nombreux types cellulaires, le 

devenir des MPs injectées dans la circulation représente une inconnue importante qu’il 

serait important de résoudre afin de mieux appréhender les éventuels impacts des 

communications intercellulaires impliquant ces dernières. L’utilisation de souris 

transgéniques dont les plaquettes (et donc les MPs) expriment la luciférase ou encore 

l’utilisation de MPs radiomarquées pourrait offrir une plus grande sensibilité de détection, 

et donc une éventuelle réponse quant au devenir des MPs in vivo. 





 

 175 

Chapitre 5: Conclusion  
Mes travaux de thèse démontrent que les microARN de plaquettes, via les MPs, sont 

capables de participer aux communications intercellulaires en régulant l’expression des 

gènes de cellules cibles dans lesquelles elles sont internalisées. Compte tenu du rôle 

important des MPs dans le maintien des fonctions des systèmes sanguins et circulatoires, 

ainsi que dans les pathologies de ces systèmes associées à une dérégulation de leur 

biogénèse, mais aussi de la grande diversité des types cellulaires avec lesquelles les 

plaquettes et leurs MPs peuvent interagir, ces communications intercellulaires pourraient 

permettre le développement de stratégies thérapeutiques. En effet, il est possible 

d’imaginer, dans un avenir rapproché, le développement d’approches thérapeutiques basées 

sur l’administration de vésicules enrichies en matériel génétique, tels que des ARN 

thérapeutiques ou des complexes effecteurs Ago2microARN, capables de réguler 

l’expression géniques des différents types de cellules au sein de l’organisme. Ceci pourrait 

permettre de corriger des anomalies génétiques ou de rétablir une fonction normale, et ainsi 

de recouvrer la santé. 
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