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Résumé 

 L’arthrite rhumatoïde est une maladie auto-immune systémique affectant près de 

1% de la population mondiale. L’inflammation articulaire est caractérisée par une 

infiltration leucocytaire majoritaire de neutrophiles, la formation d’un pannus et la 

destruction du cartilage et de l’os. De nombreux acteurs cellulaires et moléculaires dont les 

plaquettes et leurs microparticules (MPs) ainsi que la phospholipase A2 sécrétée de type IIA 

(sPLA2-IIA) contribuent à cette pathologie. Récemment, nous avons mis en évidence que 

les plaquettes activées libèrent certes des MPs mais aussi des mitochondries libres que  

nous avons appelées freeMitos. Les MPs et les freeMitos sont détectées dans les fluides 

synoviaux de patients arthritiques.  

 

 Au cours de nos recherches, nos résultats indiquent que la sPLA2-IIA hydrolyse les 

phospholipides membranaires des MPs et des freeMitos. Elle libère des lysophospholipides 

et des acides gras, dont l’acide arachidonique (AA). L’ADN mitochondrial est aussi relâché 

à la suite de l’hydrolyse des freeMitos par la sPLA2-IIA. Ces différents produits induisent 

la libération de leucotriènes et de cytokines pro-inflammatoires ainsi que la formation de 

neutrophil extracellular trap (NET) par les neutrophiles. 

 

 La sPLA2-IIA cible aussi les MPs qui sont riches en enzymes du métabolisme de 

l’acide arachidonique (AA). Cet AA est majoritairement métabolisé en 12-

Hydroxyeicosatetraenoic acide (12-HETE) par la 12-lipoxygénase (12-LO) des MPs. Le 

12(S)-HETE issue de l’action concertée de la sPLA2-IIA et la 12-LO, induit 

l’internalisation des MPs par les neutrophiles in vitro et in vivo. Les MPs transfèrent leur 

cargaison en facteurs de transcription, en acides nucléiques et en mitochondries aux 

neutrophiles. Les MPs modulent le transcriptome et les fonctions du neutrophile. Les MPs 

et les produits d’hydrolyse par la sPLA2-IIA induisent une augmentation de la génération 

de leucotriènes, la formation de NETs et une résistance à l’apoptose. Ces deux enzymes 

sont aussi impliqués dans la sévérité de l’arthrite inflammatoire murine.  

 

 En somme, nos études apportent une meilleure connaissance sur le contenu des MPs 

de plaquette. Un mécanisme finement régulé, d’internalisation des MPs par les 

neutrophiles, a été mis en évidence. 





 

V 

 

Abstract 

 Rheumatoid arthritis is a systemic autoimmune disease affecting 1% of the world 

population. This pathology is characterized by a symmetric articular achievement where 

takes place a synovial hyperplasia accompanied with an infiltration of leukocytes, mainly 

neutrophils, and a destruction of cartilage and bone. Several cellular and molecular actors 

including platelets, platelet microparticles (MPs) and the secreted phospholipase A2 group 

IIA (sPLA2-IIA) contribute to this pathology. Recently, we highlighted that activated 

platelets produce also extracellular mitochondria (freeMitos) which we detected in the 

synovial fluids from arthritic patients.  

 In our research, our results indicate that sPLA2-IIA hydrolyzes membrane 

phosopholipids of freeMitos and MPs, releasing lysophospholipids and arachidonic acid 

(AA). Mitochondrial DNA is also liberated after sPLA2-IIA hydrolysis. These products 

induce leukotrienes production, proinflammatory cytokine release and neutrophil 

extracellular trap (NET) formation by neutrophils. 

 sPLA2-IIA also targets MPs that contain enzyme involved in AA metabolism. AA is 

mainly metabolized in 12-Hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) by 12-lipoxygenase 

(12-LO) from MPs. It induces MP internalization in the human and murin neutrophils. MPs 

transfer their elaborated cargo, rich in transcription factors, nucleic acids and mitochondria, 

to neutrophils. MPs modulate transcriptome and functions of neutrophils. MPs and the 

products of hydrolysis by sPLA2-IIA, induce increase of leukotrienes production, NET 

release and apoptosis resistance. 12-LO and sPLA2-IIA are involved in inflammatory 

murine arthritis severity.  

Our work brings a better knowledge on the content of the platelet MPs. It highlights a 

tightly regulated mechanism implicated in MP internalization in neutrophils.  
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Avant-propos 

 Dans les années 1980, une des premières phospholipases A2 sécrétées (sPLA2) fut 

découverte dans les articulations et liquides synoviaux (liquide lubrifiant les articulations) 

des patients atteints d’arthrite. Il s’agit de la sPLA2-IIA appelée aussi PLA2 synoviale ou 

inflammatoire. Au cours des trente années qui suivirent sa détection, son activité 

enzymatique et ses fonctions bactéricides ont été dévoilées. Cependant, son rôle et ses 

cibles dans l’arthrite restèrent non élucidés. 

 

 Quelques mois avant mon arrivée au laboratoire, mon superviseur le Dr Boilard  

observe et publie dans le journal EMBO Molecular Medicine que la phospholipase A2 

sécrétée de type IIA (sPLA2-IIA) est impliquée dans la sévérité de l’arthrite dans un modèle 

murin. En parallèle, il constate et publie dans le journal Science que les plaquettes et leurs 

microparticules jouent un rôle dans l’arthrite. Les plaquettes sont des éléments anucléés du 

sang impliqués dans la coagulation. Elles produisent des microparticules par 

bourgeonnement, lesquelles sont abondantes dans les liquides synoviaux des patients 

arthritiques. Nous avons alors posé les questions suivantes : est-ce que les microparticules 

peuvent être une cible de la sPLA2-IIA dans les liquides synoviaux ? Existe-t-il d’autres 

cibles de la sPLA2-IIA dans ces fluides ? Quelles sont les conséquences de ces interactions 

entre la sPLA2-IIA et ses cibles, sur les cellules impliquées dans la pathologie ? 

 

Dans cette thèse de doctorat, nous apportons des réponses à ces questions. Deux 

cibles de la sPLA2-IIA ont été mises en évidence. Elles sont dévoilées dans les chapitres 2 

et 3. Les impacts de ces interactions entre la sPLA2-IIA et ses cibles sont décrits dans les 

chapitres 2 à 4. Les résultats obtenus au chapitre 2 et 3 ont été publiés dans le journal Blood 

et PNAS respectivement. Plusieurs projets sur l’implication de la sPLA2-IIA dans l’arthrite 

inflammatoire ont été menés. Ces projets sont en cour de finalisation pour publication et ne 

seront pas insérés dans ce manuscrit par soucis de clarté. 

 

Plusieurs projets scientifiques développés dans le laboratoire durant mon doctorat 

ont amené de nouvelles connaissances sur les sPLA2 et sur les microparticules de plaquette. 

J’ai participé à la revue de littérature et à la rédaction d’une revue sur l’hétérogénéité des 
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microparticules de plaquettes publiée dans Current Opinion in Hematology. Elle est 

présentée dans l’Annexe1. J’ai contribué à quelques collectes de résultats publiés et cités ci-

dessous. Ces travaux n’étant pas en lien direct avec mon projet de doctorat, ils ne seront pas 

insérés dans mon manuscrit. 

 

« Platelet biochemical properties and microparticle release during extended storage of 

platelet concentrates. » 

Geneviève Marcoux, Anne-Claire Duchez, Matthieu Rousseau, Tania Lévesque,  Luc H. 

Boudreau,  Louis Thibault and Eric Boilard soumis à Vox Sanguinis 2015. 

 

« Platelet microparticles reprogram macrophage gene expression and function. » 

Benoit Laffont, Aurélie Corduan, Matthieu Rousseau, Anne-Claire Duchez, Éric Boilard, 

Patrick Provost soumis à Thrombosis and Haemostasis 2015. 

 

« Action of secreted phospholipase A2 on microparticles from different cellular 

lineages. Impact of membrane hydrolysis on microparticle detection and 

quantification.» 

Matthieu Rousseau, Clémence Belleannee, Anne-Claire Duchez, Nathalie Cloutier, Tania 

Levesque, Frederic Jacques, Jean Perron, Peter A.Negrovic, Mélanie Dieude, Marie-Josée 

Hebert, Michael H.Gelb and Eric Boilard    PLoS One. 2015 Jan 14;10(1)  

 

« Activated platelets can deliver mRNA regulatory Ago2•microRNA complexes to 

endothelial cells via microparticles. » 

Laffont B, Corduan A, Plé H, Duchez AC, Cloutier N, Boilard E, Provost P.    Blood. 2013 

Jul 11; 122(2): 253-61. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Action+of+secreted+phospholipase+A2+on+microparticles+from+different+cellular+lineages.+Impact+of+membrane+hydrolysis+on+microparticle+detection+and+quantification.
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1. Arthrite rhumatoïde 

1.1.1. Définition et épidémiologie 

 Dès l’Antiquité, les Grecs utilisaient le mot arthritis pour désigner une atteinte 

articulaire inflammatoire. Ce terme peut regrouper plus d’une centaine de pathologies 

affectant les articulations dont les plus communes sont l’arthrite rhumatoïde (AR), l’arthrite 

juvénile idiopathique (AJI) et la goutte. L’arthrose ne fait pas partie de ces pathologies car 

elle résulte d’une détérioration mécanique des articulations au fil de la vie. L’AR est quant 

à elle, une maladie auto-immune systémique, douloureuse qui détruit les articulations 

menant à une incapacité motrice progressive. Cette pathologie est incurable même s’il 

existe des traitements visant à améliorer la qualité de vie des patients.  

 

 Selon les chiffres de l’organisation de la santé mondiale (OMS, 2003), l’AR affecte 

0,3 à 1% de la population mondiale. Au Canada, 4,6 millions de personnes de plus de 15 

ans souffrent de l’AR, soit un adulte sur six. L’incidence de l’AR est plus élevée chez les 

femmes (ratio 1 pour 3). Elle peut se développer à n’importe quel âge cependant l’AR est 

souvent diagnostiquée vers 50 ans.  

 

1.1.2. Pathologie  

1.1.2.1. Les symptômes 

 Les symptômes articulaires dans l’AR sont caractérisés par l’inflammation de la 

synovie (membrane qui tapisse l’intérieur des articulations) accompagnée d’une infiltration 

de cellules immunitaires et la formation d’un pannus (épaississement des membranes 

synoviales dû à une prolifération des synoviocytes) conduisant à la destruction du cartilage 

et de l’os (Figure 1-1). Les patients atteints d’AR présentent des complications 

périarticulaires qui se manifestent au niveau cardiaque (péricardite), des yeux (épisclérite), 

des vaisseaux sanguins (vascularite) et de la peau (nodule rhumatoïde).1-5 Enfin, le risque 

de maladies cardiovasculaires et de développement de cancer, notamment des lymphomes, 

est élevé pour les patients atteints d’AR.6-8 
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Figure 1-1. Articulation en santé et atteinte d’arthrite rhumatoïde. Modifiée à partir de 

Strand et al.9 

 

1.1.2.2. Les causes potentielles  

 Les causes exactes de l’AR sont inconnues, toutefois, l’AR une pathologie 

multifactorielle avec des prédispositions génétiques et épi-génétiques pouvant être 

influencées par des facteurs environnementaux (comme la pollution, la cigarette et le 

microbiome) et des facteurs hormonaux (tel que les œstrogènes).10-14 Les femmes sont plus 

susceptibles de développer une maladie auto-immune en partie, attribuée à leur second 

chromosome X  et à leurs hormones.15-17 

 

 Le développement de l’AR serait lié au patrimoine génétique des patients où la 

prévalence de l’AR est plus forte chez les vrais jumeaux que chez les faux jumeaux.18 

Plusieurs gènes notamment ceux codant pour le complexe majeur d’histocompatibilité de 

classe II (CMH) DR sont associés à l’AR. Le locus majoritaire exprimé chez les patients 

atteints d’AR est le HLA-DRB1.19,20 Les loci HLA-DR4, -DR14, -DR1 et CTLA4 sont 

aussi liés à la maladie.19-22 Certains polymorphismes dans les gènes non HLA tels que les 

gènes PTPN22, PADI4, FCRL3 et CD244 accroissent aussi la susceptibilité à l’AR.23-25 

Cette liste de gène est non exhaustive et a récemment été complétée par la détection d’une 

quarantaine de nouveaux loci associés à l’AR grâce à une méta-analyse du génome humain 

avec une cohorte de 100 000 patients européens et asiatiques.26 
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 La plupart des pathologies immunitaires dont l’AR sont influencées par 

l’environnement extérieur tel que le stress, la pollution et l’hygiène de vie (tabagisme,  

consommation d’alcool et de café, mauvaise alimentation).27-31 Les diètes 

méditerranéennes, riches en acides gras omega3, quant à elles, protègent de l’AR.32,33 

 

 Le microbiote peut aussi influencer fortement la réponse immunitaire innée ainsi 

que le développement des maladies auto-immunes telles que l’AR.34-36 Une perte de la 

tolérance du système immunitaire face aux bactéries commensales induit une dysbiose 

intestinale et mucosale, qui joue un rôle important dans le développement de l’AR.34,37,38 

Dans les modèles animaux d’arthrite inflammatoire, les souris germ free développent une 

arthrite modérée contrairement aux souris dans un environnement non contrôlé. Ces 

observations indiquent que le microbiote joue un rôle dans la pathologie de l’AR.39-41 Enfin 

certains virus tels que le parvovirus B19, le cytomégalovirus humain (hCMV), le virus T-

lymphotropique humain 1 (HTLV-1), le virus de l’herpès et le virus Epstein-Barr (EBV) 

sont aussi soupçonnés d’être des acteurs de l’initiation de l’AR.42-45 

 

1.1.2.3. Le développement de l’arthrite rhumatoïde avec ses acteurs cellulaires et 

moléculaires 

 De nombreuses études tendent à diviser le développement de la maladie en plusieurs 

étapes. Les premières phases correspondent au développement de la réponse immune à un 

agent inconnu avec la génération d’auto-anticorps tels que les anticorps dirigés contre les 

protéines citrullinées (ACPA), de complexes immuns (ICs) et de facteurs rhumatoïdes 

(FR). Cependant certains patients arthritiques n’ont pas de FRs ou d’ACPA. Les étapes qui 

suivent l’apparition des auto-anticorps se caractérisent par la manifestation de symptômes 

articulaires avec des dommages irréversibles causés par la réponse inflammatoire (Figure 1-

2). L’évolution de la maladie peut dépendre de plusieurs facteurs, dont les traitements qui 

peuvent diminuer l’état inflammatoire des patients mais les rendent aussi plus susceptibles 

à développer des infections. 
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Figure 1-2. Evolution de l’arthrite rhumatoïde. Modifiée à partir de Isaacq et al et 

Klareskog et al.46,47 

 

1.1.2.3.1. Initiation de l’arthrite rhumatoïde 

 L’AR est une maladie inflammatoire, dans laquelle le système immunitaire est 

activé. Les causes de cette activation sont inconnues et  plusieurs hypothèses sont 

proposées pour expliquer les causes de la maladie. Certaines études évoquent les infections 

bactériennes ou virales, d’autres suggèrent l’implication du microbiome et des facteurs 

environnementaux.  

 

 Les patients atteints d’AR souffrent précocement d’inflammation péribronchique et 

péridontale où notamment des bactéries telles que Porphyromonas gingivalis sont 

fréquemment impliquées.48,49 Les agents pathogènes peuvent être reconnus par différents 

récepteurs dont les récepteurs Toll (TLR) exprimés notamment pas les mastocytes, les 

neutrophiles et les cellules dendritiques (DCs). Les TLRs sont des récepteurs de surface et 

endosomaux, reconnaissant spécifiquement des molécules microbiennes et endogènes. Les 

TLRs de surface (2, 3, 4) et endosomaux (7 et 9) sont surexprimés dans le synovium des 

patients atteints d’AR50-52 où ils contribuent aux processus inflammatoires et à la 

destruction des articulations.52  
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 L’activation des TLRs ainsi que les polluants peuvent augmenter l’expression de la 

protéine-arginine déaminase (PAD),53 qui convertit les acides aminés arginine en citrulline 

et par conséquent augmente la citrullination des protéines. Ce processus crée de nouveaux 

antigènes qui serviront de cibles à l’auto-immunité, chez l’humain et la souris.54 Les tissus 

et liquides synoviaux de patients arthritiques surexpriment les PAD2 et 4.55-58 Elles 

citrullinent plusieurs protéines dont la vimentine, la filagrine, l’α-énolase, le fibrinogène, le 

collagène de type I et II, la fibronectine, les histones et la protéine de choc thermique 

hsp90, lesquelles sont détectées dans les poumons et le synovium des patients atteints 

d’AR.59-69 La majorité de ces protéines citrullinées décorent les neutrophils extracellular 

traps (NET) et les autres types d’extracellular traps (ET) provenant de l’activation des 

mastocytes par exemple.68,70,71  

 

 Des peptides de protéines citrullinées sont présentés par les DCs aux lymphocytes T 

(LT) dans des tissus lymphoïdes ectopiques localisés dans les poumons des patients atteints 

d’AR. Ces LTs activent en retour les lymphocytes B (LB) et promeuvent leur maturation en 

plasmocytes. Des anticorps dirigés contre les protéines citrullinées (ACPA), le collagène de 

type II, le hnRNP, la glucose phosphate isomérase (GPI), la protéine BiP et les FRs sont 

produits dans les poumons.48,69,72-74 Les FRs sont des anticorps qui reconnaissent la portion 

Fc des immunoglobulines (Ig) de type G, M et A.75 Dans l’AR, toutes les 

immunoglobulines sont représentées (IgA, IgE, IgG, IgM). Ces Ig et les FRs sont détectés 

en abondance dans le le sérum des patients AR avant les symptômes pathologiques, ainsi 

que dans les articulations.76,77 

 

 En résumé, les pathogènes et les polluants activent les leucocytes et le système 

immunitaire devient intolérant notamment aux protéines citrullinées menant à la production 

d’auto-anticorps. Les ACPAs, les FRs et les autres anticorps peuvent se lier à leurs 

antigènes et forment aussi des complexes immuns (ICs) qui se retrouvent en circulation. 

 

1.1.2.3.2. Propagation de l’arthrite rhumatoïde 

 Les ICs et FRs en circulation contribuent à la pathologie de diverses manières. Les 

ICs lient des récepteurs de surface cellulaire (récepteur Fc), induisent des vasculites en se 
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déposant dans les veinules de la membrane synoviale et atteignent le synovium où ils 

peuvent reconnaitre des antigènes spécifiques au cartilage.  

 

 Les récepteurs Fc sont classés selon leur capacité à reconnaitre la chaine lourde des 

Ig et par conséquent la lettre grecque suivant les Fc correspond à l’isotype de 

l’immunoglobuline. Ainsi les Fc (α,γ,ε,μ) correspondent respectivement à la reconnaissance 

des IgA, IgG, IgE et IgM. Chez l’homme neufs récepteurs Fcγ sont exprimés dont FcγRI, 

FcγRIIA, FcγRIIB, FcγRIIC, FcγRIIIA, FcγRIIIB, FcRn, FcRL5 et TRIM21.78 Chez 

l’homme, ces récepteurs Fcγ sont exprimés sur les neutrophiles (FcγRI, IIA, IIB, III), les 

mastocytes (FcγRIIB1, III), les macrophages (FcγRI, IIA, IIB2), les éosinophiles (FcγRI, 

IIA, IIB2, III), les LBs (FcγRIIb1), les DCs (FcγRI, IIA), les cellules NKs (FcγRIII) et les 

plaquettes (FcγRIIA). Les ICs permettent le pontage de plusieurs récepteurs Fc et 

déclenchent une cascade de signalisation menant à l’activation de la cellule. Le récepteur 

FcγRIIB possède quant à lui un Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif (ITIM) 

sur sa portion cytoplasmique qui ne peut pas induire de cascade de signalisation menant à 

l’activation cellulaire. Les récepteurs FcγRIIb et FcγRIII sont impliqués dans l’AR.79-81  

 

 La microvasculature des membranes synoviales de patients arthritiques est altérée et 

perméable.82-86 Dans l’AR, les ICs en circulation contribuent à la permeabilité vasculaire 

des vaisseaux sanguins via la stimulation des récepteurs FcγRIII des mastocytes induisant 

la sécrétion des granules riches en sérotonine et histamine qui mènent au « flare » ou à la 

vasodilatation  rapide des vaisseaux.85,87,88 Par ailleurs, GPVI permet l’activation des 

plaquettes qui peuvent produire alors des microparticules (MPs) en libérant aussi la 

sérotonine de leurs granules denses.89 La sérotonine est une des origines de la formation des 

gaps (espacement) au niveau des cellules endothéliales (ECs) de la vasculature péri-

articulaire.89 Les processus de vasodilatation peuvent être induits par plusieurs molécules 

telles que le facteur activant les plaquettes (PAF), le thromboxane A2 (TXA2), la 

prostacycline (PGI2), la prostaglandine D2 (PGD2), la prostaglandine E2 (PGE2), le 12-

Hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) et les leucotriènes B4 et B5 (LTB4 et LTB5).90-94 

Ces espacements entre les ECs pourraient laisser passer les ICs et les MPs impliquées dans 
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la sévérité de la maladie.89,95-98 L’implication des plaquettes et des MPs dans l’AR sera 

développée au point 1.3.5. 

 

 Les ICs et les ACPAs rejoignent les articulations où ils s’associent à leurs épitopes 

dans le synovium et le cartilage.99 Les anticorps dirigés contre le collagène du cartilage 

induisent notamment l’activation de la voie du complément classique et alternative.100-102 

Le système du complément est composé de protéines plasmatiques qui opsonisent les 

pathogènes et certaines de ces protéines telles que C3a, C5a, C5b-9 et le facteur B ont été 

identifiés dans les tissus articulaires pathologiques.103-108   

  

 Les protéines du complément, les ICs et les MPs activent les cellules dans les 

articulations arthritiques à produire des cytokines, des chimiokines, des facteurs de 

croissance et des protéases.95,96,109,110 Les cytokines et chimiokines sont variées dans les 

tissus et les liquides synoviaux arthritiques dont les plus connues sont le TNFα, le GM-

CSF, l’IFNγ, l’IL-6 et l’IL-8.110,111 L’AR est considérée comme une maladie dépendante 

des cellules Th1 caractérisées par les cytokines IFNγ et TNFα. L’IFNγ active plusieurs 

types cellulaires, dont les macrophages et les synoviocytes fibroblastiques (FLS) à produire 

des cytokines pro-inflammatoires. Le TNFα quant à lui stimule la production d’autres 

cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et le GM-CSF contribuant à amplifier la réponse 

inflammatoire. Plusieurs traitements de l’AR visent à neutraliser les cytokines ou leurs 

récepteurs. Les traitements anti-TNFα dont l’étanercept, l’infliximab, l’adalimumab, le 

golimumab et le certolizumab sont efficaces et ont donc révolutionné les thérapies pour 

l’AR. L’IL-6, le monocyte chemotatic protein (MCP-1) et l’IL-8 sont sécrétées par les FLS 

et MLS pour attirer les macrophages et neutrophiles dans l’articulation.112,113  

 

 En somme, les ICs contribuent à l’inflammation en activant les cellules. Par ailleurs, 

la libération de sérotonine induit la fenestration des vaisseaux sanguins qui pourrait 

permettre le passage des MPs et des ICs. Ces derniers activent les cellules des tissus et des 

liquides synoviaux à produire des cytokines et chimiokines pour attirer d’autres leucocytes 

notamment. L’inflammation chronique s’installe à la suite de la production incessante de 

cytokines et de leucotriènes par les cellules dans l’articulation. 
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1.1.2.3.3. Dommage articulaire de l’arthrite rhumatoïde 

 La formation du pannus dans l’AR est imputée aux FLS.114 Ces cellules sont 

sensibles aux cytokines, aux eicosanoides et aux conditions hypoxiques des synovium 

arthritiques.115-118 HIF1α et les cytokines telles que IL-1β induisent notamment la sécrétion 

d’eicosanoïdes dont la PGE2, de facteurs de croissance tels que le vascular endothelial 

growth factor (VEGF) et des cytokines telles que l’IL-6, l’IL-8 et le M-CSF.119,120 Ces 

molécules stimulent divers processus actifs dans l’AR dont l’angiogenèse, la 

lymphangiogenèse, la prolifération des FLS (formation du pannus) et la chimiotaxie de 

leucocytes.121-124 Cette croissance de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques 

augmente l’alimentation des articulations en cellules immunitaires, en nutriments et en 

ICs.125-127 Le pannus envahit le cartilage où les FLS sécrètent des métalloprotéinases 

(MMP) telles que les collagénases (MMP1 et MMP13), la MMP3, les aggrecanases et les 

cathepsines, qui dégradent la matrice cartilagineuse et donc le cartilage.114,120,128  

 

 Le remodelage osseux est un processus finement régulé entre la synthèse de matrice 

osseuse par les ostéoblastes (OBs) et la destruction de cette matrice par les ostéoclastes 

(OCs). Un déséquilibre en faveur de l’ostéoclastogénèse est observé dans l’AR où la 

différentiation en OCs est activée via les fortes concentrations de RANKL, produites par 

différentes cellules dans l’articulation dont les FLS.129-131 Par ailleurs, les ACPA 

spécifiquement dirigés contre la vimentine induisent la différenciation en OCs matures qui 

résorbent la matrice osseuse en sécrétant des métalloprotéinases (MMP9), cathepsine K et 

des protons H+.132  

 

1.1.2.3.4. Les médiateurs lipidiques dans l’arthrite rhumatoïde 

 Les médiateurs lipidiques sont impliqués dans la pathogenèse de l’AR. Cependant, 

il est difficile de cerner les moments où ils interviennent dans l’initiation et la propagation 

de la maladie. 

 Les médiateurs lipidiques appelés aussi eicosanoïdes regroupent les leucotriènes et 

les prostaglandines. Ils sont produits par différents types cellulaires dont les neutrophiles, 
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les plaquettes et les FLS.133-138 La formation des eicosanoïdes est issue de l’action de 

diverses enzymes (détaillées dans la figure 1-3) sur les acides gras libérés des membranes 

plasmiques par les PLA2. Les acides gras tels que l’acide arachidonique (AA), l'acide 

eicosapentaénoïque (EPA) et l'acide docosahexaénoïque (DHA) sont détectés en forte 

quantité dans le synovium arthritique.139 L’AA peut être métabolisé par diverses enzymes 

abondantes dans le synovium des patients atteints d’AR comme la COX-1, la COX-2, la 5-

lipoxygénase (5-LO) et la 15-lipoxygénase (15-LO).140,141 La voie des COX et des 

prostaglandines synthases génèrent du TXB2, de la PGI2, de la PGE2 et de la PGF2α, qui 

sont plus abondants dans les liquides synoviaux des patients atteints d’AR comparés aux 

personnes en santé139,142,143 et sont aussi suspectées être importantes dans la pathologie. 

Certains traitements tels que l’Indoprofen et les non-steroidal anti-inflammatory drugs 

(NSAIDs) ciblent les dérivés de COX et améliorent les symptômes de la maladie.143 Le 

LTB4 est détectés dans les liquides synoviaux de patients arthritiques144,145 ainsi que 

d’autres eicosanoides tels que le 5,12(S)-diHETE, la lipoxine LXA4, la marésine MaR1 et la 

résolvine RvD5.139 Les lipoxines, les marésines et les resolvines sont des lipides anti-

inflammatoires permettant la résolution de l’inflammation.146 En effet, LXA4 diminue les 

dommages tissulaires causés par les neutrophiles en induisant une meilleure adhésion de 

ces derniers aux ECS, et en inhibant leur migration.147,148 La RvE1 inhibe la résorption de 

l’os par les OCs au niveau du peridonte et la chimiotaxie du neutrophile.149 La RvD1 inhibe 

aussi la transmigration des neutrophiles tandis que la RvD2 diminue l’adhésion des 

neutrophiles aux ECs.150,151 

 

 Les liquides et les tissus synoviaux contiennent des phospholipases A2 sécrétées 

(sPLA2) dont les majoritaires sont la sPLA2-IIA et la sPLA2-V qui sont impliquées dans la 

sévérité de la maladie.152-157 Ces sPLA2 hydrolysent les phospholipides membranaires 

libérant des acides gras et des lysophospholipides. Ces derniers comme le LPC, le LPS et le 

LPE sont détectés en abondance dans les liquides synoviaux des patients arthritiques 

comparés à des patients arthrosiques.139,158    
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Figure 1-3. Les médiateurs lipidiques et leurs récepteurs. Modifiée à partir de J.P 

O’Connor et al.159 Les enzymes sont écrites en rouge, leurs produits en noir et les 

récepteurs des eicosanoïdes en bleu. 

 

1.1.3. Les modèles animaux d’étude de l’arthrite 

1.1.3.1. Généralités 

 De nombreux modèles animaux sont utilisés à l’heure actuelle pour étudier l’AR et 

sont résumés ci-dessous (Tableau 1-1). Le modèle d’arthrite induit au collagène (CIA) est 

le modèle murin le plus utilisé dans les industries pharmaceutiques. Dans notre laboratoire 

nous utilisons le modèle K/BxN qui sera détaillé au point 1.1.3.2. 

 

1.1.3.2. Le modèle K/BxN 

 Le modèle K/BxN a été découvert de manière fortuite après le croisement de souris 

KRN [TCR transgénique qui reconnait un peptide bovin pancréatique de ribonucléase 

(RNAse 45-56) présenté par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH-II) avec la 

molécule I-Ak] et d’une souris NOD (non obèse diabétique).160,161  

http://www.nature.com/bonekeyreports/2014/140402/bonekey201412/full/bonekey201412.html#auth-1
http://www.nature.com/bonekeyreports/2014/140402/bonekey201412/full/bonekey201412.html#auth-1
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Tableau 1-1. Les modèles animaux d’arthrite. Modifié à partir de Van de Berg et al.162 

IC : complexe immun, LT : modèle dépendant des lymphocytes T. 

 

Les souris issues de cet accouplement se nomment K/BxN. Elles développent 

spontanément une arthrite inflammatoire symétrique présentant plusieurs caractéristiques 

communes avec l’AR chez l’humain. L’invasion de leucocytes, en majorité de neutrophiles, 

la prolifération des synoviocytes, la formation d’un pannus, l’érosion du cartilage et de l’os 

sont retrouvés dans ce modèle murin.160,161 Les souris K/BxN développent l’arthrite 

lorsqu’elles sont âgées de quatre semaines et la maladie persiste toute leur vie.  

 

 L’initiation de l’arthrite dans les souris K/BxN est une réaction auto-immune. Dans 

le contexte de la molécule de CMH de classe II Ag7 provenant de la souris NOD, le TCR 

provenant de la souris KRN reconnait un second peptide dérivé d’une protéine ubiquitaire 

Modèle animal Abbréviation Espèce Caractéristique IC LT 

Modèle induit 

   Stimuli immuns non spécifiques 

          Arthrite induite par adjuvant 

          Arthrite induite par huile 

          Arthrite induite par pristane 

 

 

AA 

OIA 

PIA 

 

 

rat Lewis 

rat DA 

rat DA 

 

 

Auto-immune 

Auto-immune 

Auto-immune 

 

 

- 

- 

- 

 

 

+ 

+ 

+ 

   Auto-immunité dirigée contre le cartilage 

         Arthrite induite par le collagène 

         Arthrite induite par le protéoglycan 

 

CIA 

PGIA 

 

souris DBA/1 

souris Balb/c 

  

+ 

+ 

 

+ 

+ 

   Agents infectieux/déclencheur exogènes 

         Paroi cellulaire de streptocoques 

         Flare 

         Arthrite induite par antigène 

         Flare 

 

SCW-A 

SCW-F 

AIA 

AIA-F 

 

rat Lewis 

souris 

souris, lapin 

souris 

 

 

Th17 

 

Th17 

 

- 

- 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

Modèle transgénique spontané 

    Arthrite induite par HTLV 

    Arthrite KRN 

    Arthrite SKG 

    Arthrite GP130 

    Arthrite TNF transgénique 

    Arthrite IL-1ra transgénique 

    Arthrite IL-1 transgénique 

 

HTLV 

KRN 

SKG 

GP130 

TNFg 

IL1-ra-/- 

IL-1Tg 

 

souris 

souris K/BxN 

souris 

souris 

souris 

souris Balb/c 

souris 

 

Antigène viral tax 

Antigène GPI 

Déficience ZAP-70 

Surexpression de TNF 

Cellules T auto-immunes 

Surexpression IL-1 

 

 

- 

+ 

- 

- 

+/- 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Complexes immuns 

    Collagène de type II 

    Sérum K/BxN 

    Poly-L-lysine-lysozyme 

 

CIA ou AIA 

GPI 

PLL-L 

 

souris DBA/1 

souris K/BxN 

souris DBA/1 

  

+ 

+ 

+ 

 

- 

- 

- 
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la glucose 6 phosphate isomérase (GPI).163 Les LTs exprimant le TCR transgénique, 

induisent la maturation et la différenciation des LBs en plasmocytes productrices 

d’anticorps arthritogéniques anti-GPI163,164 qui se déposent dans les articulations initiant le 

processus inflammatoire (Figure 1-4).  

 
Figure 1-4. Le modèle K/BxN. Modifiée d’après Ditzel et al.165 

 

 Le transfert du sérum des souris K/BxN à des souris de souches diverses (Balbc, 

C57BL6 etc..) induit une arthrite rapide (en 24 heures) et transitoire (résolution de la 

maladie après 15 jours). Ce sérum ne contient pas de FRs cependant, il est riche en 

anticorps anti-GPI (>10mg/ml) qui ciblent les GPI endogènes dans le cartilage.167,174,175 Les 

Ig dont les IgG1 sont à l’origine d’une arthrite soutenue et érosive après le transfert.166 

Chronologiquement, l’injection du sérum K/BxN induit dans la première heure la 

dégranulation des mastocytes. Puis un à deux jours après l’injection de sérum, les 

neutrophiles migrent dans l’articulation.167,168 L’hyperplasie synoviale accompagnée d’une 

migration de cellules mononucléaires, la formation du pannus et l’érosion de l’os et du 

cartilage sont observées une semaine après l’injection de sérum K/BxN.160 Le modèle de 

transfert de sérum K/BxN induit une arthrite inflammatoire indépendamment des LTs et 

des LBs. Toutefois, les neutrophiles, les mastocytes, les plaquettes et les FLS comme dans 

l’AR chez l’homme sont aussi impliqués dans le développement de l’arthrite après transfert 

de sérum K/BxN.87,96,169-171 

 



 

13 

 

  Les cytokines, les TLRs, les protéines du complément et les eicosanoïdes impliqués 

dans l’AR chez l’humain jouent aussi un rôle dans le modèle K/BxN.172,173 En effet, les 

cytokines telles que l’IL-1, le TNF, l’IL-6 et l’IL-17 ainsi que les TLRs sont reportés 

comme nécessaire dans le modèle K/BxN.50-52,173-179 Les souris déficientes en C3, C5, C5a 

et en facteur B ne développent pas l’arthrite dans ce modèle contrairement aux souris 

déficiente en C1q, C4, C6.87,177,180 Les souris déficientes en COX-1, en IP, en 5-LO et en 

LTA4H ne développent pas ou faiblement l’arthrite,181,182 contrairement aux souris 

deficientes en COX-2, PGE synthase et en thromboxane synthase qui développent une 

arthrite équivalente aux souris contrôles.96,181,182 Les souris déficientes en 12-LO 

leucocytaire et en LTC4 synthase développeraient une arthrite légèrement plus forte que les 

souris contrôles.182,183 Les souris déficientes pour les récepteurs BLT1 et BLT2 développent 

une arthrite plus faible que les souris sauvages dans le modèle K/BxN.184,185 Toutes ces 

observations suggèrent que les produits de COX-1, le récepteur IP, le LTB4 et le 12-HETE 

sont impliqués dans le modèle K/BxN. Enfin, les phospholipases A2 sont aussi impliquées 

dans la sévérité de l’arthrite induite par le sérum K/BxN. La sPLA2-V protège de l’arthrite 

tandis que la sPLA2-IIA promeut l’inflammation152 et que la sPLA2-X ne contribue pas au 

développement de l’arthrite induite par le sérum K/BxN.152 L’implication de la cPLA2α 

dans le modèle K/BxN n’est pas connue tandis qu’elle est nécessaire au développement de 

l’arthrite dans le modèle CIA par exemple.186 

 

 En somme, l’arthrite rhumatoïde est une maladie auto-immune complexe. Elle 

touche majoritairement les articulations où les cellules telles que les neutrophiles et les 

plaquettes cohabitent avec des enzymes comme la sPLA2-IIA, des complexes immuns et un 

cocktail de cytokines variées incluant le TNF et le GM-CSF. Les neutrophiles, les 

plaquettes et la sPLA2-IIA contribuent significativement à la sévérité de la maladie autant 

chez l’humain que dans le modèle murin K/BxN. Au cours de mes travaux de recherche, je 

me suis tout particulièrement intéressée à ces trois entités qui seront définies dans les 

sections suivantes. 
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1.2.  Les neutrophiles  

1.2.1. Introduction sur les neutrophiles  

 Les neutrophiles sont décrits pour la première fois par le médecin Paul Ehrlich au 

début du XXe siècle. Il les dépeint comme des leucocytes présentant un noyau 

caractéristique plurilobé et des granules réagissant aux colorants basiques et acides (May-

Grünwald-Giemsa).  

 

 Ils appartiennent à la famille des granulocytes et sont les leucocytes les plus 

abondants (50 à 70%) en circulation chez l’humain. Les neutrophiles proviennent de la 

maturation et differentiation de progéniteurs granulocytaires de la moelle osseuse (MO) qui 

sous l’influence de cytokines telles que le G-CSF, produisent quotidiennenement 1011 

neutrophiles dont la durée de vie moyenne en circulation est de 5,4heures.187,188  

 

1.2.2. Les neutrophiles dans l’immunité innée 

1.2.2.1. Migration des neutrophiles aux sites infectieux  

 Les neutrophiles sont les premières cellules immunitaires innées qui migrent à 

travers les capillaires sanguins au site inflammatoire ou infectieux. Cette migration se 

nomme diapédèse. Les ECs qui tapissent le vaisseau sanguin, s’activent sous l’influence de 

cytokines issues du site inflammé. Elles expriment alors les sélectines (P-sélectine et E-

sélectine) qui lient en quelques secondes les molécules P Selectin Glycoprotein Ligand 1 

(PSGL-1) et CD44 présentes sur les neutrophiles. Cette adhésion transitoire ralentit le 

neutrophile dans le flux sanguin.  

 

 L’adhésion ferme du neutrophile aux ECs survient avec les liaisons de Macrophage 

Antigen 1 (MAC-1), Lymphocyte Function associated Antigen (LFA-1) ou Very Late 

Antigen-4 (VLA-4) avec les molécules exprimées sur les ECs comme l’Inter Cellular 

Adhesion Molecule (ICAM-1 et ICAM-2) et le Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-

1). Le neutrophile peut migrer soit entre deux ECs soit à travers une EC (migration trans-

endothéliale) via les Junctional adhesion Molecules (JAM) (Figure 1-5). Suite à leur 

migration, les neutrophiles expriment des intégrines (α2β1 et α6β1) et sécrètent des MMPs 
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dégradant la matrice extracellulaire (MEC) pour former des sites cryptiques nécessaires à 

leur migration.189 

 
 

Figure 1-5. Diapédèse des neutrophiles et molécules associées. Modifiée à partir de 

E.Kolaczkowska et al.190 PMNs : neutrophiles 

 

 La migration des neutrophiles dans les tissus est guidée par des gradients 

chimiotactiques.191 Les neutrophiles sont attirés par les peptides formylés (fMLP), les 

protéines du complément (C3a et C5a), les phospholipases A2, les eicosanoïdes tels que le 

LTB4, le 5-HETE, 5,12(R)-HETE et le 15-HETE, ainsi que les chimiokines de type CXC 

dont l’IL-8 chez l’humain.192-197 Le fMLP est restreint aux bactéries et aux mitochondries 

libérées à la suite d’un traumatisme.197 Les protéines S100 sont aussi des chimioattractants. 

Elles induisent l’expression de sélectine et Mac-1 et par conséquent sont impliquées dans 

l’adhésion des neutrophiles aux ECs.198 

 

 La migration des neutrophiles aux sites inflammatoires est finement régulée, afin de 

l’amener à reconnaitres les pathogènes et à les éliminer efficacement. 
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1.2.2.2. Reconnaissance des pathogènes  

 Les neutrophiles sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (PAMPs) et des motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs) grâce à 

la famille de récepteurs Pattern recognition receptors (PRR). Les neutrophiles expriment 

un vaste répertoire de PRRs incluant les Toll Like recepteur (TLR), des récepteurs lectine 

de type C (CLR), des Nucleotide-binding Oligomerization Domain (pour NOD) like 

receptor (NLR) et des récepteurs au complément. 

 

 Les neutrophiles murins et humains expriment tous les membres de la famille TLR à 

l’exception des TLR3 et 7 chez l’humain.199-203 Ces récepteurs reconnaissent de manière 

spécifique des motifs bactériens et d’acides nucléiques. La stimulation des TLRs du 

neutrophile induit la relâche d’IL-8, la génération de superoxyde, l’inhibition de la 

chimiotaxie et augmente les capacités phagocytaires du neutrophile.199-203 

 

 Les neutrophiles murins et humains expriment plusieurs CLRs dont le myeloid 

inhibitory C-type lectin-like receptor (MICL), le C-type lectin-like receptor 2 (CLEC2) et 

le dendritic cell immunoreceptor (DCIR).204-207 Les CLRs se lient au mannose, fucose et 

aux structurex glucan carbohydrate. Cette liaison mène à l’internalisation des pathogènes, à 

leur dégradation puis à la production de cytokines. 

 

 Les NLRs sont quant à eux des senseurs cytoplasmiques. Ils constituent 

l’inflammasome (NLRP-1, NLRP-3, NLRP-12 et NLRC-4).208 Staphylococcus aureus 

induit la sécrétion d’IL-1β de manière dépendante de NLRP-3 chez les neutrophiles.209 De 

même Yersinia pestis provoque la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18, dépendamment de NLRP-

12, par les cellules péritonéales incluant les neutrophiles.210 

 

 Les neutrophiles humains expriment à leur surface, les récepteurs CR1 et C5aR 

lesquels reconnaissent C1q, C3b, C4b et C5a.211 Les récepteurs CR3 et CR4 sont localisés 

au niveau des granules et vésicules sécrétoires des neutrophiles.211  
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 De manière indirecte, les neutrophiles reconnaissent des pathogènes opsonisés avec 

des Ig via leurs récepteurs Fc. Les récepteurs Fc les plus abondants et importants sur les 

neutrophiles sont les Fcγ. Les récepteurs FcγRIIA (CD32a) et le FcγRIIIB (CD16b) sont les 

plus exprimés sur les neutrophiles humains.78,212 Le récepteur FcγRI (CD64) n’est pas 

expimé constitutivement par les neutrophiles humains cependant il peut être induit par 

l’IFNγ.213 Les neutrophiles humains expriment aussi le FcγRIIC214 et seulement 4% des 

neutrophiles expriment le FcγRIIb.78,215 Parmi ces différents récepteurs Fc, certains sont 

activateurs puisqu’ils contiennent un motif ITAM dans leur queue cytoplasmique (FcγRI et 

FcγRIIA) ou lié à une ancre GPI (FcγRIIIB). Sinon d’autres récepteurs comme le FcγRIIB 

possèdent un motif ITIM dans sa queue cytoplasmique lui conférant une fonction 

inhibitrice. Les particules opsonisées par plusieurs Ig, mènent à une oligomérisation des 

récepteurs Fc, laquelle est une condition essentielle de leur activation. Ce processus évite 

d’activer les cellules en présence d’Ig  libres en circulation et induit une activation efficace 

avec une signalisation intracellulaire (influx calcique, phosphorylation des résidus tyrosine) 

menant à la phagocytose des pathogènes et à la production d’anion superoxyde, par 

exemple.216,217 

 

 Les neutrophiles possèdent ainsi tous les récepteurs nécessaires à la reconnaissance 

et à l’ingestion des pathogènes en vue de les dégrader. 

 

1.2.2.3. Élimination des pathogènes  

1.2.2.3.1. La phagocytose 

 L’ingestion des particules étrangères est régulée selon différents mécanismes en 

fonction de la taille et des récepteurs cellulaires impliqués. Les particules dont la taille est 

inférieure à 0.5-1µm seront endocytées lorsqu’elles sont reconnues par un récepteur ou 

pinocytées. Les particules supérieures à 0.5-1µm seront phagocytées, liées ou non à des 

récepteurs du neutrophile.218  

 

 Généralement, les agents infectieux sont opsonisés par des anticorps ou protéines du 

complément reconnus respectivement par les récepteurs Fc et les CRs.219,220 Ces récepteurs 

induisent une cascade de signalisation impliquant Syk, Vav1, les petites protéines G (Rac et 

Cdc42), ARP 2/3 et les Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) menant à la 
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polymérisation des filaments d’actine avec la formation de protrusions membranaires 

communément appelées : pseudopode (Tableau 1-2).221 Le rapprochement des pseudopodes 

implique l’activité de la PI3K, RhoA, ROCK et des myosines, puis les pseudopodes 

fusionnent pour former un phagosome. Ce dernier peut fusionner avec les lysosomes et les 

granules du neutrophile afin d’acquérir des enzymes microbicides, des V-ATPases et les 

complexes de NADPH oxidase (Figure 1-6)222 qui permettent l’afflux de protons H+ dans le 

but d’augmenter le pH dans le phagosome. Il s’en suit la formation de reactive oxygen 

species (ROS) qui permettent l’élimination des bactéries. Parmi les ROS, le superoxyde est 

généré par une des sept isoformes de la NADPH oxidase soit la NOX2, localisée au niveau 

des phagosomes des neutrophiles.223,224 Les ROS peuvent aussi être produits par les 

mitochondries du neutrophile.225  

 

Tableau 1-2. Les protéines impliquées dans les mécanismes d’internalisation de 

particules bactériennes et virales. Modifié à partir de Kumari et al.226 

Mécanisme 

d’internalisation 
phagocytose macropinocytose endocytose 

   clathrine dépendante cavéoline dépendante 

Taille de la particule >0.5µm-1µm 0.2-10µm 150-200 nm 120 nm 

Dépendance à 

clathrine/cavéoline 
non non clathrine cavéoline 

Dépendance à la 

dynamine 
oui  oui oui 

Petites protéines G 

impliquées 
Rac, RhoA, Cdc42 Rac1, Cdc42 Rab5  

Autres protéines 

impliquées 

actine, 

Arp2/3,WASP, 

PI3K 

actine, PI3K, Ras, Src actine, AP2 actine 

Types de particules 
corps apoptotiques 

bactéries 
bactéries virus, bactéries virus 

 

 

 Le cytosquelette d’actine, les microtubules et des protéines adaptatrices telles que la 

dynamine interviennent dans les processus d’endocytose,227,228 qui permet le recyclage des 

particules et des protéines lesquelles sont dirigées vers les endosomes et vers le trans golgi 

network (TGN). La fusion des endosomes tardifs avec les multi-vesicular bodies (MVB) et 

les lysosomes permet la dégradation des produits ingérés (Figure 1-6).  
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 Les neutrophiles sont capables de phagocyter via les récepteurs Fc et au 

complément notamment,229 d’endocyter via les dynamines et clathrine227 mais aussi de 

pinocyter les éléments du milieu extracellulaire. Il est à noter que les neutrophiles n’ont pas 

de caveoline.230 

 

 
 

Figure 1-6. Trafic des particules endocytées ou phagocytées dans les différents 

compartiments cellulaires. TGN pour Trans Golgi Network 

 

 

1.2.2.3.2. La NETose 

 Les NETs sont des réseaux fibreux composés principalement d’ADN. Décrite pour 

la première fois en 2004, la NETose est une stratégie du neutrophile pour piéger les 

pathogènes bactériens (comme Staphylococcus aureus et Mycobacterium tuberculosis), les 

pathogènes viraux (tels que VIH), les pathogènes fongiques (comme Candida albicans et 

Aspergillus sp), les parasites (incluant Toxoplasma gondii), les helminthes et les hydres 

fongiques. Les NETs limitent ainsi la dissémination des pathogènes en les capturant mais 

aussi grâce à leur contenu riche en enzymes bactéricides, défensines, lysosimes, élastase et 

myéloperoxydase (MPO).231 Les NETs peuvent être dégradés par l’action de la DNase1 et 

endocytés par les macrophages.232 
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  Les patients atteints de pathologies granulomateuses présentent des mutations dans 

la NADPH oxidase et leurs neutrophiles ne génèrent pas de NETs suggérant que ce 

processus est dépendant des ROS.233 Les cytokines, les immunoglobulines, les plaquettes 

(notamment via le TLR4) dans la circulation sanguine induisent la NETose. Les NETs sont 

aussi détectés lors des infections ou des maladies inflammatoires telles que le lupus et 

l’AR.70,234-237 

 

1.2.2.3.3. Les ectosomes 

 Les neutrophiles libèrent des microparticules (MPs) appelées ectosomes (ECTs) qui 

sont bactéricides et contiennent notamment de la myélopéroxydase (MPO), de l’élastase et 

d’autres enzymes protéolytiques.238,239  

 

 Les ECTs adhèrent aux ECs, aux monocytes et aux macrophages via leurs 

molécules de surface telles que le CD66b, le CD62L, l’Annexin A1, le FcγRII, le FcγRIII 

et le CD87.238,240 Les ECTs induisent une réponse anti-inflammatoire, la sécrétion de 

TGFβ1, une diminution de l’adhésion des neutrophiles aux ECs. Ils inhibent aussi la 

migration des neutrophiles dans un modèle de poche d’air où l’IL-1β est injectée.240,241  

 

 En résumé, les neutrophiles participent à l’immunité innée en migrant aux sites 

inflammatoires où ils reconnaissent et éliminent les pathogènes. 

 

1.2.3. Les neutrophiles et l’immunité adaptative  

 

 Les neutrophiles sont connus pour leur implication dans l’immunité innée pourtant, 

de récentes études indiquent que les neutrophiles interviennent de diverses manières dans 

l’immunité adaptative.  

 

 Sous l’influence de cytokines telles que l’IL-4, le GM-CSF et le TNFα, les 

neutrophiles acquièrent un nouveau phénotype avec une néoexpresssion de HLA-DR, 

CD80 et CD49d.242 Leurs fonctions sont aussi modifiées avec une diminution de la 

migration et de la relâche de la MPO, tandis que la phagocytose, la libération de 
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superoxyde, de cytokines telle que l’IL-8 est augmentée.242 Les neutrophiles 

inflammatoires comme dans l’AR acquièrent les caractéristiques moléculaires de cellules 

présentatrices d’antigènes avec l’expression du CD84, CD40, CCR6, CD80 et CD86.243-245 

Les neutrophiles murins issus de la MO après un traitement au GM-CSF peuvent exprimer 

des marqueurs de DCs comme le CD11c, le CMH-II, le CD80 et le CD86.245 Ils acquièrent 

aussi les propriétés des DCs comme la présentation d’antigène aux LTs CD4+, tout en 

conservant leur faculté de phagocytose et de NETose.245 Par ailleurs, les neutrophiles 

migrent aux ganglions lymphatiques en suivant un gradient des chimiokines CCL19 et 

CCL21 sécrétées par les cellules stromales et endothéliales dans les nœuds lymphatiques.246  

 

 Les neutrophiles interagissent avec différents leucocytes dont les DCs, les LTs et 

LBs et ont un impact sur leurs activités et leurs maturations. Ils se lient aux DCs par 

l’intermédiaire de MAC-1 et de DC-SIGN notamment.247-249 Les cytokines, les médiateurs 

lipidiques, les ECTs, l’élastase ainsi que la MPO, libérés par les neutrophiles peuvent 

moduler la maturation, la survie et les fonctions des DCs.248,250-252 Les neutrophiles peuvent 

moduler la survie, la maturation et la différentiation des LBs en sécrétant les cytokines 

BAFF et APRIL.253-255 Les neutrophiles peuvent servir de B cell helpers (NBH) lesquels sont 

détectés dans la zone marginale de la rate de macaques et de souris.256 Ces NBH produisent 

les cytokines BAFF, APRIL et IL-21 qui induisent l’immunoglobulin switching class ainsi 

que la production d’anticorps par les LBs de la zone marginale.256 Ces NBH sont différents 

des neutrophiles en circulation. Ils produisent de l’IL-10 comme les ECs sinusoïdales de la 

rate et les macrophages.257 Enfin, les NBH capturent les produits bactériens via des NETs 

qui sont projetés dans la zone marginale. Les NETs induisent alors l’activation des LBs par 

l’engagement de leurs récepteurs aux immunoglobulines et TLRs. Cette interaction entre 

LB et NETs mène à la formation d’un répertoire d’anticorps pré-immuns d’antigène 

bactérien.256 Les cytokines sécrétées par les LTs, telles que l’IFNγ, le TNFα et le GM-CSF, 

activent les neutrophiles lesquels produisent des ROS, des NETs et dégranulent. A l’inverse 

les neutrophiles peuvent moduler les activités des LTs. En effet, les neutrophiles murins ont 

la capacité de migrer du derme vers la MO afin de présenter un antigène, aux LT CD8+, LT 

Th1 et Th17.258-260 De même, les neutrophiles humains interagissent avec les Th1 et 

Th17.261 
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1.2.4. Rôles des neutrophiles dans l’arthrite 

1.2.4.1. Caractéristiques des neutrophiles dans l’arthrite 

 Les neutrophiles dans les articulations arthritiques ont un phénotype de DCs. Ils 

expriment le CMH-II. Le CD80 et le CD86 sont cependant absents de la surface des 

neutrophiles, mais ils sont confinés dans les granules.243,244 

1.2.4.1.1. Les neutrophiles arthritiques et l’apoptose 

 Les neutrophiles résident dans les tissus et liquides synoviaux des articulations de 

patients atteints d’AR. Ils y acquièrent une résistance à l’apoptose laquelle peut être 

dépendante de la voie mitochondriale (voie intrinsèque) ou dépendante des récepteurs de 

mort (voie extrinsèque).  

 

 Les neutrophiles expriment des protéases impliquées à la fois dans la voie 

intrinsèque et la voie extrinsèque telles que les caspases 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9 et 14.262 Ils 

expriment aussi des membres de la famille Bcl-2 dont certains sont pro- et d’autres anti-

apoptotiques tels que Bcl-2 associated X protein (Bax), Bcl-2 antagonist/killer (Bak), Bcl-2 

associated death promoter (Bad), Bcl-2 homology-3 (BH3) interacting domain death 

agonist (Bid), Bcl-2 interacting protein (Bim) et Bcl-2 interacting killer (Bik).262 Les 

neutrophiles contiennent de faible quantité de cytochrome c requis aussi pour l’activation 

des caspases.263 Afin de parer à cette défaillance, les neutrophiles expriment de fortes 

quantités d’apoptotic protease-activating factor 1(Apaf-1). De plus, les cathepsines des 

granules azurophiles clivent la caspase 8 et Bid lesquels clivent la caspase3 pour 

l’activer.264,265 Les calpaines participent aussi à l’apoptose notamment en clivant Bax.270,271 

 

 Les articulations des patients arthritiques contiennent de nombreuses cytokines et 

médiateurs lipidiques pouvant être impliqués dans la survie des neutrophiles. En effet, ces 

fluides sont riches en GM-CSF, IL-2, IL-6, IL-15, IL-32γ, TNFα, G-CSF et IFNγ, lesquels 

peuvent protèger les neutrophiles de l’apoptose spontanée. Les cytokines GM-CSF, TNFα 

et IL32γ protègent les neutrophiles de l’apoptose induite par les ICs in vitro.266-268 

L’adénosine des liquides synoviaux influence cette résistance à l’apoptose. L’utilisation de 

l’adénosine déaminase (ADA) sur les neutrophiles incubés avec les liquides synoviaux, 
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induit la mort des neutrophiles.266 Le LTB4 et les nucléotides tels que l’ATP, dans les 

articulations arthritiques, reporteraient dans le temps, l’apoptose des neutrophiles.145,269,270 

Par ailleurs, les articulations arthritiques sont sous conditions hypoxiques. La faible 

pression en oxygène (O2) induit une régulation d’IκBα et de NFκB dépendante de HIF-α 

qui prolonge la survie des neutrophiles.271,272  

  

1.2.4.1.2. Les neutrophiles arthritiques et la migration 

 Les neutrophiles sont affectés par les constituants des liquides synoviaux 

arthritiques dont les ICs et les cytokines qui diminuent leur faculté de migration.273,274 

Cependant, les neutrophiles extraits des liquides synoviaux de patients arthritiques ne 

répondent plus au signal de chemo-attraction du fMLP contrairement aux neutrophiles en 

circulation.275 

 

1.2.4.2. Rôle des neutrophiles dans la propagation de l’arthrite  

 Les neutrophiles sont reconnus pour être de forts producteurs de cytokines, de 

médiateurs lipidiques, et de protéines associées à des DAMPs, permettant le recrutement de 

cellules immunitaires et l’alimentation de l’inflammation. Ils génèrent des médiateurs 

lipidiques tels que le LTB4 qui attirent les leucocytes comme les macrophages et les 

neutrophiles. De fortes concentrations de LTB4 provoquent aussi sur les neutrophiles la 

relâche de superoxyde et des granules contenant diverses protéases dont certaines clivent 

les pro-cytokines. Le LTB4 peut aussi promouvoir la sécrétion d’IL-5, d’IL-6 et d’IL-8 

ainsi que la synthèse d’IgE par les LBs. Les neutrophiles sécrètent aussi un vaste répertoire 

de cytokines, telles que BAFF et APRIL, qui activent les cellules B, lesquelles produisent 

en retour des cytokines et anticorps. Les protéines S100, notamment l’hétérodimère 

S100A8/A9 nommé calprotectine, et la protéine S100A12, sont détectées en abondance 

dans les liquides synoviaux de patients arthritiques.276 Le neutrophile représente une des 

sources majeures de libération de ces protéines, même si les chondrocytes, les macrophages 

et les plaquettes contribuent aussi à leur libération. Les protéines S100 pourraient intervenir 

dans les processus de dommage à l’articulation, notamment par l’induction de la sécrétion 

de cytokine pro-inflammatoire (IL-1) ou des ROS.277  
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1.2.4.3. Rôle des neutrophiles dans la destruction du cartilage et de l’os 

 Dans les articulations arthritiques, les neutrophiles se concentrent au niveau de la 

bordure pannus-cartilage où les chondrocytes sécrètent abondamment de l’IL-8. Cette 

cytokine attire les neutrophiles et les rend agressifs envers le cartilage.278,279 De plus, les 

chondrocytes présentent à leur surface des dépôts d’ICs et de FRs qui permettent l’adhésion 

des neutrophiles via leurs récepteurs Fc. L’adhésion des neutrophiles au cartilage et à l’os, 

est comparable à la zone de scellement des OCs sur la matrice osseuse. La libération du 

contenu des granules riche en élastase, en gélatinase, en collagenase ainsi que la sécrétion 

de ROS et de cathepsine, contribue à l’érosion du cartilage.280,281 En parallèle, les 

neutrophiles expriment plusieurs régulateurs de l’ostéoclastogénèse tels que RANKL et 

OPG qui activent les OCs à résorber l’os.129,130 

 

 En résumé, les neutrophiles sont des phagocytes professionnels impliqués dans la 

réponse immunitaire innée contre les pathogènes. Ils migrent dans les articulations 

arthritiques où ils sont agressifs. Les neutrophiles produisent des leucotriènes, des ROS, des 

cytokines et des MMPs qui contribuent à l’activation des cellules immunitaires et à la 

dégradation du cartilage et de l’os.  
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1.3. Les plaquettes 

Historiquement les plaquettes, ou thrombocytes, sont décrites pour la première fois en 1873 

par Osler, qui les décrit comme des disques circulant dans le sang et capables de s’agréger. 

En 1881, Bizzozero identifie aussi les plaquettes et découvre leur rôle dans l’hémostase et 

la thrombose. Il fut le premier à observer que les plaquettes adhèrent aux vaisseaux 

sanguins et forment des caillots recrutant aussi des leucocytes. Il fut aussi le premier à 

découvrir les mégacaryocytes qui sont les cellules progénitrices des plaquettes. Mes 

travaux de doctorat portent essentiellement sur l’activation des plaquettes et la génération 

de vésicules extracellulaires. Je serai donc brève sur la description des plaquettes.  

 

1.3.1. Origine et physiologie des plaquettes 

1.3.1.1. Origine des plaquettes 

 Les plaquettes sont produites dans la MO par leurs cellules progénitrices appelées 

mégacaryocytes (MKs). Les MKs sont issus des mégacaryoblastes issus de la 

différentiation de cellules souches hématopoiétiques communes aux progéniteurs 

myéloides. Dans la MO, les mégacaryoblastes prolifèrent. Les mégacaryoblastes réalisent 

plusieurs cycles d’endomitose (processus où l’ADN est répliqué et suivi d’une mitose 

incomplète ne donnant pas naissance à deux cellules filles). Les mégacaryoblastes se 

différencient ainsi en mégacaryocytes (MKs). Les MKs sont des cellules plurinucléées 

pluriploïde (jusqu'à 128N) ayant une taille comprise entre 50 et 100µm. Ils résident dans la 

MO et migrent selon un gradient de SDF-1 proche des vaisseaux sinusoïdaux,282 mais ils 

peuvent aussi se nicher dans les poumons et le sang. Les mécanismes qui permettent la 

formation et la relâche des plaquettes sont controversés. Plusieurs modèles ont été proposés 

incluant le bourgeonnement des plaquettes, la formation de pro-plaquettes et la 

fragmentation du cytoplasme des MKs. Selon Italiano et Hartwig, les MKs forment de 

longs lamellipodes dans la circulation sanguine nommés pro-plaquettes lesquels peuvent se 

fragmenter en plaquettes.283 Quotidiennement, 1011 plaquettes sont produites, soit 200 à 

300.109 plaquettes par litre de sang chez l’adulte en santé. La durée de vie des plaquettes en 

circulation est de 8 à 9 jours en moyenne.284 
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1.3.1.2. Structure caractéristique des plaquettes 

 La microscopie électronique à balayage (MEB), puis à transmission (MET) ont 

permis de visualiser la surface lisse des plaquettes versus une surface plissée avec des 

pseudopodes sur les plaquettes activées ainsi que l’organisation interne des plaquettes.  

 

 Les plaquettes sont de petits éléments de 2 à 5µm qui présentent de nombreuses 

invaginations au niveau de leur membrane plasmique, appelées open canalicular system 

(OCS). Les OCS permettant les échanges entre les plaquettes et le plasma, et ils sont aussi 

une voie d’assimilation de produits tels que le fibrinogène, du plasma vers les granules α 

des plaquettes. A l’inverse, les canaux de l’OCS permettent aussi la relâche de produits 

emmagasinés dans les vésicules de sécrétion pendant l’activation plaquettaire. La formation 

de lamellipode requiert les OCS en combinaison avec les demarcation membrane system 

(DMS) qui constituent une source de production des membranes.  

 

 Outre son système canaliculaire, les plaquettes contiennent différentes granules (α, 

δ, λ). Les granules α sont les plus abondantes et sont au nombre de 50 à 80 par plaquettes. 

Leur taille varie entre 200 et 500nm. Elles contiennent majoritairement des protéines 

membranaires et molécules solubles. Des études récentes de protéomique sur les granules α 

révèlent un contenu complexe en molécules d’adhésion (P-selectine, αIIbβ3 et GPIbα), des 

chimiokines (CXCL4 et CXC12), des facteurs mitogéniques (VEGF, PDGF et angiostatin), 

des facteurs de croissance (EGF et IGF), des facteurs de coagulation (facteur V, IX et 

plasminogen). La taille, la structure et le contenu de ces granules sont hétérogènes. 

Contrairement aux granules α, les granules δ ou corps denses sont peu nombreux (3 à 6 par 

plaquettes). Ces granules renferment de fortes concentrations de nucléotides (ADP, ATP, 

GTP) ainsi que des ions tels que le Ca2+ et le PO3
-. De plus, elles contiennent des amines 

bioactives telles que l’histamine et la sérotonine. La relâche du contenu des granules denses 

influence le tonus vasculaire alors que le contenu des granules λ ou lysosomales, contenant 

des protéases et des glycosidases, module la rétraction du caillot plaquette-fibrine afin de 

promouvoir la régénération tissulaire et la cicatrisation.  
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 Les plaquettes contiennent divers organelles dont l’appareil de Golgi, des 

mitochondries, des lysosomes et des reliquats de reticulum endoplasmique des MKs, appelé 

dense tubular system (DTS).285-287 Ce dernier permet principalement le stockage du calcium 

et la production de lipides tels que le thromboxane A2.  

 

1.3.1.3. Contenu des plaquettes  

 Les plaquettes humaines sont des éléments anucléés du sang et sont dépourvues 

d’acide désoxyribonucléique (ADN) génomique. Elles n’ont pas les éléments nécessaires à 

la transcription à l’exception du génome mitochondrial qui code pour 13 acides 

ribonucléiques (ARNs) messagers (ARNm) et 2 ARNs ribosomaux (ARNr).288 Les 

plaquettes contiennent toutefois des facteurs de transcription transmis par les MKs comme 

NFκB et PPARγ.289,290 Les plaquettes renferment aussi différents acides ribonucléiques 

(ARN) tels que des ARNm, des ARNs de transfert (ARNt) et ARNr ainsi que des 

microARNs (miARN).291-293  

 

 Les MKs transfèrent aux plaquettes plusieurs copies d’ARNm fonctionnels et les 

éléments essentiels à leur traduction.293-295 Les facteurs régulant la stabilité des ARNm tel 

que HuR, ou permettant leur traduction via TIA-1, en se liant aux sites AU-rich element 

(ARE) en 3’UTR des ARNm sont présent dans les plaquettes.296,297 Les plaquettes ont aussi 

la capacité d’épisser les ARNm tels que l’ARNm de l’IL-1.292 Les plaquettes contiennent 

aussi des facteurs d’initiation de la traduction tels qu’eIF4E et eIF2α, lesquels permettent le 

recrutement notamment d’ARNt à la sous unité ribosomale 40S.294,295 La machinerie 

nécessaire à la traduction tels que les facteurs de traduction, les ribosomes (40S, 60S, S6), 

et les ARNt sont présents dans les plaquettes.296,298,299 Les plaquettes peuvent synthétiser 

des protéines de manière constitutive dont les protéines membranaires GPIb, GPIIb, GPIIIa 

et le fibrinogène299,300 cependant, la majorité des protéines des plaquettes sont fournies par 

les MKs. C’est le cas de l’epidermal growth factor β (EGFβ) et du platelet factor 4 (PF4) 

qui sont entreposées dans les granules α ainsi que des protéines de surfaces GPIb, GPIIb, 

GPIIIa. Certaines protéines peuvent aussi être traduites à la suite de l’adhésion des 

plaquettes aux constituants de la MEC et à l’exposition à des agonistes solubles tels que le 

platelet activating factor (PAF) et la thrombine.294 Enfin, certaines amines (sérotonine) et 
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protéines plasmatiques telles que l’albumine, le fibrinogène et les immunoglobulines, sont 

absorbées et séquestrées dans les granules α des plaquettes.301,302 Les protéines traduites 

dans les MKs et les plaquettes peuvent subir des modifications post-traductionnelles 

comme la glycosylation, la palmitoylation, et la phosphorylation.303,304  

 

 Les plaquettes contiennent des précurseurs de miARN (pre-miARN) et des miARNs 

transmis par les MKs. Les miARNs sont de petits ARNs non codants de 19 à 24 

nucléotides. Ce sont des régulateurs clés de l’expression génique notamment par leur action 

de RNA silencing, menant à l’inhibition de la traduction de certaines protéines. Ces 

miARNs sont transcrits à partir du génome de mégacaryocytes majoritairement via la RNA 

polymérase II, en miARNs primaires (pri-miARN).305 Cette transcription est régulée par 

des facteurs de transcription et des régulateurs épigénétiques.306 Les pri-miARNs ont 

plusieurs structures tiges-boucles contenant les miARNs, lesquels sont reconnus puis clivés 

en pre-miARN par un complexe micro-processeur formé par la RNAse nucléaire III Drosha 

et la protéine DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8).291 Ces pré-miARNs 

mesurent entre 60 et 70 nucléotides et sont caractérisés par leur structure en épingle à 

cheveux (hairpin). Cette morphologie particulière est reconnue par le complexe Exportin 5- 

RAN GTP qui permet son transfert du  noyau vers le cytoplasme. Ces pre-miARNs vont 

subir une seconde étape de maturation dans le cytoplasme. Dans la voie canonique de 

biogenèse des miARNs, le pré-miARN est incorporé dans un complexe protéique, formé de 

la RNAse III Dicer et de TAR RNA-binding protein 2 (TRBP2) exprimées à la fois dans les 

MKs et les plaquettes. Le pré-miARN est ensuite clivé par Dicer à la base de sa boucle 

menant à la production de 2 miARNs matures partiellement complémentaires. Les miARNs 

sont incorporés dans un complexe ribonucléoprotéique (RNP) contenant argonaute 2 

(Ago2) afin de les protéger notamment contre les RNAses. Cette seconde étape de 

maturation des miARNs se déroule dans le cytoplasme des MKs et dans les plaquettes 

(Figure 1-7). Cependant, il existe d’autres voies de maturation des miARNs. En effet, miR-

451 est exprimé dans les MKs ainsi que les plaquettes et est maturé indépendamment de 

Dicer.306,307 Le pre-miARN-451 est clivé par Ago2, puis raccourcit par une exonucléase 

spécifique de la queue polyA (PARN).308  
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Figure 1-7. La voie de biogenèse des microRNAs dans les mégacaryocytes et dans les 

plaquettes. Modifiée à partir de Landry et al.291 

 

 Enfin, les plaquettes possèdent soit un système d’inhibition de la traduction de 

protéines (via les miARNs) soit un système d’élimination de ces dernières via le 

protéasome. Toutefois, peu d’études portent sur ce sujet. Le protéasome est un gros 

complexe protéique qui dégrade les protéines mal-formées ou à durée de vie limitée. Le 

protéasome des plaquettes est actif.309,310 L’ubiquitination des protéines est un élément 

prépondérant dans l’adressage au protéasome et est active dans les plaquettes notamment 

par l’ubiquitination de Syk.311 Le protéasome plaquettaire est impliqué dans la durée de vie 

des plaquettes. L’aspirine, drogue inhibant la COX, peut inhiber le protéasome et mener à 

une réduction de la vie des plaquettes.312,313 L’inhibition du protéasome conduit à une 

diminution de l’agrégation plaquettaire et de la génération des MPs, à la suite d’une 

stimulation à la thrombine.310 Les protéines sont aussi dégradées par la voie des calpaines 

dans les plaquettes. Les calpaines régulent les ATPases des membranes plasmiques, clivent 

la vinculine et la taline.314-316 Ces protéases permettent aussi la régulation de la sécrétion 

des granules, l’agrégation plaquettaire, la rétraction du caillot plaquettaire, mais aussi 

l’activation du protéasome.317 

 

 Les plaquettes sont des éléments anucléés du sang qui contiennent toutefois divers 

ARNs et des facteurs de transcription. En effet, il a été rapporté que des facteurs nucleaires 
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tels que PPARγ et NFκB sont exprimés dans les plaquettes.289,290,318 Telle une cellule, elles 

peuvent traduire des protéines, les maturer et les éliminer via un protéasome notamment. 

1.3.2. Rôle des plaquettes dans l’hémostase  

 Les plaquettes jouent un rôle central dans le maintien de l’hémostase, les processus 

de thrombose et d’occlusion vasculaire.319,320 Les plaquettes sont recrutées au niveau des 

vaisseaux lésés où elles vont changer de forme, émettre de longs filopodes, adhérer, 

s’activer en libérant le contenu de leur granule α et des microparticules (MPs). Elles 

recrutent les plaquettes avoisinantes et s’agrègent ensuite pour former le caillot 

hémostatique ou thrombus (Figure 1-8).  

 

Figure 1-8. Les fonctions plaquettaires dans l’hémostase. Modifiée à partir de Semple et 

al.317 

 

1.3.2.1 Adhésion plaquettaire 

 Différents récepteurs de surface sont exprimés sur les plaquettes leur permettent de 

s’activer et d’adhérer au site lésé (Figure 1-9). Les plaquettes adhèrent au collagène (via 

GPVI et α2β1), à la podoplanine (via CLEC-2), à la fibronectine (via αvβ3, α5β1 et αIIbβ3) 

et à la laminine (via α6β1 et GPVI) dans les veines et artères, où les forces de cisaillement 

sont faibles (inférieures à 1000s-1). Dans les petites artères ou micro-vaisseaux qui 

subissent des forces de cisaillement (supérieures à 1000s-1), les plaquettes lient le facteur 

von Willebrand (vWF) via l’intégrine αIIbβ3 et le récepteur GPIbα du complexe GPIb-IX-

V. Le vWF est une glycoprotéine synthétisée par les ECs et les MKs. Cette protéine induit 

une cascade de signalisation menant à l’activation de l’intégrine αIIbβ3, laquelle permet 

aussi l’adhésion stable au vWF.321  
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Figure 1-9. Les récepteurs de surface de la plaquette permettant l’adhésion et 

l’activation des plaquettes. Modifiée à partir de Varga-Szabo et al.322 

 

 Le collagène est un des constituants majeurs des parois des vaisseaux sanguins et de 

la matrice basale sous endothéliale. C’est un agoniste puissant qui se lie à deux récepteurs 

plaquettaires de faible affinité: GPVI et l’intégrine α2β1 (appelée aussi GPIa/IIa, VLA-2, 

CD49b/CD29). Le collagène se lie aussi indirectement à l’intégrine αIIbβ3 et GPIb via le 

vWF.323 Le récepteur GPVI est le récepteur au collagène le plus abondant sur les 

plaquettes324 et sera particulièrement détaillé dans les prochains paragraphes. Il est impliqué 

dans l’activation des plaquettes par le collagène, résultant de la génération de MPs.96,286 Il 

joue un rôle important dans la pathogenèse de l’arthrite, où les souris GPVI-/- développent 

une arthrite modérée dans le modèle K/BxN.96  

 

 Le récepteur GPVI a été mis en évidence dans les années 1970 par le groupe de 

Phillips.325 Il reconnait le motif peptidique mimant le collagène : Gly-Pro-Hyp appelé aussi 

collagen related peptide (CRP)326 qui active fortement les plaquettes, spécifiquement 

lorsqu’il est cross-linké.326,327 Les ligands de GPVI sont nombreux, tels que la convulxine, 
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l’ophioluxine (deux lectines de type c dans le venin de serpent), l’alborhagine et la 

lamine.328-334  

 

 GPVI est constitué de deux domaines immunoglobulines extracellulaires dont le 

domaine D1 est spécifique à la reconnaissance du collagène, d’une région 

transmembranaire et d’une partie courte cytoplasmique (Figure 1-10). GPVI est associé à 

une chaine Fcγ via un résidu arginine et aspartique sur les domaines transmembranaires 

respectifs de GPVI et Fcγ. Cette chaine Fcγ porte un motif immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif (ITAM) permettant la transduction du signal. La stimulation de GPVI 

provoque la liaison du motif ITAM au domaine SH2 de Syk, induisant son activation par 

phosphorylation. Par ailleurs Syk phosphorylée permet la phosphorylation de plusieurs 

autres protéines telles que Lat, SLP-76, PLCγ2 et PI3K menant à une augmentation du 

calcium cytosolique (Figure 1-10).335-340 La stimulation GPVI induit la sécrétion de TXA2, 

l’activation de la 12-lipoxygenase (12-LO, décrite en détail plus bas), la libération de 

calcium déclenchant la sécrétion massive des granules α et des corps denses.341,342 

L’augmentation du calcium intracellulaire induit un changement morphologique des 

plaquettes avec la formation de lamelipode et le bourgeonnement de MPs.343  

 

Figure 1-10. Signalisation du récepteur GPVI. Modifiée à partir de Moroi et al.344 
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1.3.2.2. Activation plaquettaire et coagulation sanguine 

 De nombreux agonistes solubles activent les plaquettes. L’ADP, le TXA2, la 

thrombine et la sérotonine activent les plaquettes sur des récepteurs à sept traversées 

membranaires et couplés aux petites protéines G (P2Y1, P2Y12, TP, PAR1, PAR4 et 5-

HTR) (Figure 1-9).346-348,350,361-363 Les complexes immuns, sont aussi des agonistes solubles 

qui peuvent activer le récepteur FcγRIIA des plaquettes.  

 

 Les facteurs de coagulation se lient à la PS des plaquettes et des MPs afin de 

générer les quantités appropriées de thrombine permettant la protéolyse du fibrinogène 

soluble en fibrine. Le fibrinogène soluble est nécessaire à l’agrégation des plaquettes entre 

elles et la fibrine quant à elle, permet l’ancrage du thrombus à la paroi vasculaire lésée et 

contribue à sa stabilité.345  

1.3.3. La 12-lipoxygénase plaquettaire 

1.3.3.1. Expression de la 12-lipoxygénase 

 Trois isoformes de la 12-LO existent et sont nommés selon la cellule où ils ont été 

identifiés, soit les plaquettes, les leucocytes et l’épiderme.346 La 12-LO leucocytaire est 

largement répartie entre les cellules, mais la distribution dans les tissus varie 

considérablement d'une espèce à l'autre.346 Les neutrophiles par exemple n’expriment pas la 

12-LO. La 12-LO plaquettaire et épidermale sont présentes seulement dans les plaquettes et 

dans les kératinocytes respectivement.346 

1.3.3.2. Activité enzymatique de la 12-lipoxygénase 

 L’activation de la 12-LO plaquettaire est induite notamment par le collagène et le 

CRP qui stimulent récepteur GPVI.347 La 12-LO interagit avec la cPLA2α et les sPLA2 de 

la plaquette, lesquelles permettent la libération d’AA.348  

 

 La 12-LO introduit un oxygène moléculaire au niveau du carbone 12 de l'AA pour 

produire un premier produit : l’acide 12-hydroperoxyeicosatetraenoic (12-HpETE) avec 

une configuration S- ou -R.346 La réduction de cet acide hydroperoxide produit un acide 

gras hydroxylé plus stable : le 12-HETE. La 12-LO utilise aussi d’autres substrats différents 

de l’AA tel que l’acide dihomo-gama-linoleic  (DGLA), l’acide eicosapentaenoic (EPA) 
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pour générer du 12-HETE.349 L’acide alpha-linolenic (ALA) est un acide gras 5 fois moins 

utilisé par la 12-LO que l’AA.349 L’ acide eicosadienoic (EDA) et l’acide linoleic (LDA) ne 

sont pas des substrats de la 12-LO.349 

 

1.3.3.3. Rôle des produits de la 12-lipoxygénase 

 Le 12-HETE est impliqué dans les processus d’activation et d’agrégation des 

plaquettes. Il régule la mobilisation de calcium intracellulaire, prévient l’élévation d’AMPc 

dans les plaquettes350-352 et il augmente l’agrégation médiée par la thrombine chez les 

plaquettes bovines.351 Les inhibiteurs de la 12-LO inhibent l’agrégation médiée par le 

collagène et le fibrinogène.353 Le 12-HETE peut aussi inhiber la liaison des ligands aux 

récepteurs PGH2/TXA2 dans les plaquettes humaines, conduisant ainsi à une inhibition de 

l’agrégation médiée par le TXA2.354 Les plaquettes des souris déficientes en 12-LO 

plaquettaire ne sont plus sensibles à l’ADP.355 

 

 Le 12-HETE interagit avec trois récepteurs couplés aux petites protéines G, avec 

plus ou moins d’affinité. Il s’agit des récepteurs Leukotriene B4 receptor 1 et 2 (BLT1 et 

BLT2) ainsi que GPR31.356 Le 12(S)-HETE stimule le réarrangement des plaques 

d’adhésion, la dépolymérisation des filaments d’actine et intervient dans la motilité des 

cellules.357-360 Le 12(S)-HETE induit une rétraction des ECs des gros vaisseaux sanguins et 

augmente l’adhérence des cellules tumorales à la MEC.361 Le 12-HETE est aussi impliqué 

dans l’athérosclérose, la neurotransmission, le psoriasis, l’hypertension et les problèmes 

rénaux.346,362-364 Dans le modèle d’arthrite K/BxN, la 12-LO leucocytaire protègerait les 

souris de la maladie car les macrophages 12-LO-/- présentent une diminution de leur 

production d’un médiateur anti-inflammatoire : LXA4.183 

 

 Pour récapituler, le rôle majeur des plaquettes est d’assurer l’intégrité des vaisseaux 

sanguins et d’arrêter les saignements en cas de brèche. Ainsi, les plaquettes ont la capacité 

d’adhérer aux parois vasculaires, de s’activer au contact de divers substrats et de s’agréger 

pour former un thrombus.  
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1.3.4. Rôles des plaquettes dans l’immunité  

1.3.4.1. Recrutement des plaquettes aux sites inflammatoires 

 Les plaquettes peuvent se déplacer rapidement et en grand nombre aux foyers 

infectieux et bris de l’endothélium vasculaire.365 In vitro et dans des modèles animaux, les 

plaquettes migrent aux sites riches en protéines du complément C3a et C5a.366 Par ailleurs, 

les plaquettes expriment le récepteur au fMLP367 et sont capables de migrer selon un 

gradient de fMLP in vitro.367 Elles migrent aussi aux sites inflammatoires, en étant liées à  

des cellules immunitaires comme les neutrophiles et les macrophages.  

 

1.3.4.2. Rôle des plaquettes face aux microorganismes 

 Les plaquettes expriment de nombreux PRRs dont les TLRs et des récepteurs de 

lectine, mais aussi des récepteurs Fc. Les plaquettes expriment les TLRs 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9 

lesquels reconnaissent des motifs composants les bactéries ainsi que les virus tels que 

EMCV et CMV.368-371 CLEC-2 sur les plaquettes lie le VIH.372 Les plaquettes humaines 

expriment aussi les récepteurs FcγRIIA, FcαRI (ou CD89) et FcεR leur conférant plusieurs 

rôles dans l’inflammation, les allergies et la liaison des immunoglobulines attachées aux 

pathogènes.373-375 Par ailleurs, les plaquettes humaines participent à la génération de C3a et 

à la formation de C5b-9.376 En présence de pathogènes, les plaquettes relâchent leurs 

granules α riches en protéines bactéricides telles que les kinocidines qui détruisent les 

pathogènes.377 En liant les virus et les bactéries, les plaquettes limitent l’établissement et la 

propagation de l’infection, elles peuvent aussi les internaliser.372,378  

 

1.3.4.3. Interactions des plaquettes avec les cellules immunitaires 

 Les plaquettes peuvent interagir avec les différentes cellules circulantes dans le sang 

et les cellules des vaisseaux sanguins (Figure 1-11). Elles adhérent i) aux ECs via 

l’interaction de GPIbα et d’ICAM-1 ii) aux leucocytes tels que les neutrophiles via la P-

selectine, le GPIbα, l’ICAM-2, le CD40L et l’intégrine GPIIbIIIa, iii) aux DCs via 

l’interaction Mac-1/JAM-C induisant leur maturation.379 Les plaquettes induisent 

l’expression de CD80 et CD86 aux monocytes permettent leur maturation en DCs.380  
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 Les plaquettes sont une source majeure de CD40L ou CD154 contenu dans les 

granules α.381,382 Lorsque les plaquettes sont activées, le CD40L est exposé à la membrane 

et sécrété ou transféré aux MPs,383 qui contiennent aussi de nombreuses cytokines dont  le 

TGFβ, le RANTES et l’IL-1β.317,384 Les plaquettes via les cytokines CXCL4 et RANTES, 

peuvent promouvoir la polarisation des cellules Th1 et Th17 et augmentent la sécrétion de 

l’IL-10, d’IFNγ, de TNFα et d’IL-17 notamment.385  

  

Figure 1-11. Interactions des plaquettes avec différents types cellulaires. Modifiée à 

partir de Yeaman et al.366 

1.3.4.4. Interactions entre les neutrophiles et les plaquettes 

 Les plaquettes adhèrent aux neutrophiles dans la circulation sanguine en condition 

physiologique et pathologique.386-388 Cette liaison est réalisée entre PSGL1 et P-selectine, 

GPIbα/GPIIbIIIa et Mac-1, CD40 et CD40L, LFA-1 et ICAM-2 (Figure 1-11).388-391 Cette 

interaction permet le ralentissement et l’adhésion de ces neutrophiles aux ECs par le biais 

des plaquettes déjà liées aux ECs. Les plaquettes peuvent aussi adhérer aux neutrophiles via 

TREM-1 et les activent.392 De même, l’interaction via le CD40/CD40L augmente 

l’expression de P-selectin et de Mac-1 ainsi que la génération de ROS et d’IL-8. Enfin, les 

plaquettes peuvent aussi être phagocytées par les neutrophiles via la P-selectine et la PS.393 

Les plaquettes et leurs MPs sont aussi associées aux neutrophiles en conditions 

physiologiques et pathologiques.96,394 
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 Les plaquettes comme les neutrophiles sont capables de générer différents 

eicosanoides. Les neutrophiles expriment la 5-LO et la 15-LO lesquelles produisent des 

leucotriènes. Les plaquettes quant à elles expriment la 12-LO et la 15-LO395 leur conférant 

la possibilité de libérer leurs produits respectifs 12-HETE et 15-HETE. Maclouf et al. ont 

mis en évidence que le 12-HpETE provenant des plaquettes induit une augmentation de 

production de LTB4 par les neutrophiles.396 La 5-LO du neutrophile peut métaboliser l’AA 

en 5-HpETE qui peut être métabolisé par la 12-LO en lipoxine LXA4.397,398 De plus, le 5-

HETE généré par la 5-LO du neutrophile peut être converti par la 12-LO, en 5,12-diHETE 

dont les fonctions sont inconnues. Par ailleurs, les neutrophiles en présence de plaquettes 

génèrent un lipide anti-inflammatoire : la maresin 1 (Mar-1).399 Somme toute, l’activité 

concertée d’enzyme spécifique aux neutrophiles et aux plaquettes peut générer des lipides 

anti-inflammatoires. En effet, la LXA4 permet de diminuer l’inflammation, les dommages 

tissulaires médiés par les neutrophiles, la prolifération cellulaire, l’angiogenèse et 

l’adhésion des neutrophiles aux ECs. Elle augmente aussi la capacité de phagocytose des 

neutrophiles et la production d’IL-10. La Mar-1 quant à elle induit une régénération des 

tissus et une réduction de l’inflammation. 

 

1.3.5. Les plaquettes et leurs microparticules dans l’arthrite 

 Les plaquettes se localisent au niveau des capillaires articulaires et dans le 

synovium des patients arthritiques.96,400-402 L’endothelium vasculaire des articulations 

arthritiques est endommagé laissant apparaitre des composants de la MEC tels que le 

collagène et la laminine, lesquels activent le récepteur GPVI des plaquettes. Les plaquettes 

activées adhèrent au site lésé et débutent la formation de caillots sanguins82 ainsi que la 

libération des MPs.89,96,175 L’endothelium vasculaire des articulations des patients atteints 

d’AR présentent des interstices entre les ECs, appelés Gaps.82,84,89,403 Ces fenestrations sont 

causées par la sérotonine présente en forte quantité dans les liquides synoviaux des patients 

atteints d’AR.85,89 Les plaquettes renferment la sérotonine, cependant chez les patients 

arthritiques, le taux de cette amine est bas comparé aux plaquettes de personne en santé 

suggérant sa libération.404 La sérotonine est en partie libérée par les plaquettes activées89 
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qui contribueraient ainsi à la perméabilité vasculaire dans l’AR.89 L’entrée des plaquettes et 

de leurs MPs dans l’articulation n’est pas élucidée. Cependant, quelques hypothèses ont été 

formulées telles que l’entrée des MPs via les gaps, l’entrée des plaquettes et MPs adhérées 

sur les leucocytes tels que les neutrophiles ou monocytes qui migrent aussi aux 

articulations.89,405,406 

  

 Les plaquettes et leurs MPs sont impliquées dans l’arthrite inflammatoire.96,171 Les 

MPs de plaquette et le CD40L sont augmentés dans le sang des patients arthritiques 

comparé aux personnes en santé.407-409 Ces MPs contiennent de forte quantité d’IL-1 et 

induisent la relâche de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 et l’IL-8 par les 

FLS.96,109 Les plaquettes confèrent aussi un phénotype inflammatoire aux monocytes dans 

le synovium via son récepteur CD147410 et produisent la PGH2 qui est transférée aux FLS 

lesquelles la métabolisent en PGI2 (Figure 1-12).  

 

Figure 1-12. Mécanismes inflammatoires utilisés par les plaquettes dans l’arthrite 

rhumatoïde. Modifiée à partir de Boilard et al.95 

 

 En somme, les plaquettes peuvent être considérées comme des cellules immunitaires 

permettant de pièger les pathogènes, et dans certains cas elles les endocytent. Les 

plaquettes contiennent divers types de molécules bioactives telles que les cytokines, des 

amines (sérotonine) et des eicosanoïdes qu’elles transmettent à leurs MPs. Les plaquettes et 

leurs MPs sont impliquées dans plusieurs pathologies, dont l’AR. 
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1.4. Les microvésicules 

1.4.1. Définition des vésicules extracellulaires 

 Les vésicules extracellulaires (EVs) regroupent plusieurs types de vésicules issues 

de la stimulation des cellules ou de leur apoptose soit les exosomes, les MPs et les corps 

apoptotiques.411 Elles sont classées selon leur taille, leur processus de formation et leur 

contenu. Les exosomes sont les plus petites EVs dont la taille est comprise entre 40 et 

100nm de diamètre. Ils ont pour origine les corps multi-vésiculaires (MVB) qui fusionnent 

avec la membrane plasmique. Les EVs de taille intermédiaire (0.1 à 1µm) sont les 

microparticules (MPs), issues de l’activation cellulaire et du bourgeonnement de la 

membrane plasmique, ou suite à des stimuli apoptotiques. Ces MPs, et plus 

particulièrement celles de plaquettes font partie de mon projet de doctorat. Je les définirai 

plus en profondeur dans les prochains paragraphes. Enfin, les corps apoptotiques sont les 

plus grosses EVs générées à la suite de la fragmentation des cellules apoptotiques. Leurs 

tailles varient de 1 à 5µm. Les MPs et les exosomes sont retrouvées en conditions 

physiologiques et pathologiques dans différents fluides chez l’humain tels que le sang, les 

liquides synoviaux, le lait maternel, les fluides amniotiques, l’urine et le sperme.96,409,412-415  

 

1.4.2. Formation des microparticules  

 Les microparticules sont générées spontanément ou à la suite de divers stimuli 

d’activation ou d’apoptose, induisant un réarrangement des phospholipides de la membrane 

plasmique et du cytosquelette. 

 

1.4.2.1. Réarrangements des phospholipides membranaires 

 Les phospholipides des membranes cellulaires sont asymétriquement 

distribués.416,417 Les phospholipides neutres tels que les phosphatidylcholines et les 

sphyngomyélines résident dans le feuillet externe de la bicouche lipidique. Le feuillet 

interne est quant à lui composé de phospholipides anioniques comme la phosphatidylsérine 

(PS) et la phosphatidléthanolamine (PE). Cette asymétrie est contrôlée par trois enzymes : 

la flippase, la floppase et la scramblase dans les cellules quiescentes.  
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 La flippase est une protéine dépendante de l’ATP pour transloquer un phospholipide 

du feuillet externe vers le feuillet interne dans une cellule quiescente. Lorsque les cellules 

sont activées ou en apoptose, le calcium intracellulaire augmente ce qui induit l’inhibition 

de l’activité de la flippase. Les phospholipides anioniques restent alors au niveau du feuillet  

externe des membranes plasmiques.  

 

 La floppase est une protéine dépendante de l’ATP pour le transport de 

phospholipide du feuillet interne vers le feuillet externe. La scramblase est quant à elle, 

impliquée dans le transfert bidirectionnel des phospholipides. Son activité est indépendante 

de l’ATP contrairement aux protéines précédentes. La scramblase s’active en réponse à une 

augmentation du calcium intracellulaire causée par une activation de la cellule. La rupture 

de l’asymétrie des phospholipides dans les membranes plasmiques est ainsi assurée par la 

floppase et la scramblase suite à une activation cellulaire ou à l’apoptose.  

 

 L’externalisation du PS est une étape majeure dans la formation et la génération de 

microparticules (Figure1-13)417 cependant les MPs n’expriment pas toutes la PS.98,383 

L’inhibition de la rupture d’asymétrie bloque la production des MPs d’erythrocytes.418 Par 

ailleurs, les cellules de personnes atteintes du syndrome de Scott ont un défaut d’exposition 

de la PS menant à des hémorragies.419 Dans cette pathologie, les MPs sont faiblement 

présentes.419  

1.4.2.2. Réarrangements du cytosquelette 

 Le réarrangement des phospholipides membranaires est utile mais insuffisant pour 

former des MPs. Il est important qu’un réarrangement du cytosquelette d’actine s’opère 

pour le bourgeonnement des MPs. L’activation des cellules induit une augmentation du 

calcium intracellulaire, lequel active les calpaines, les caspases et les protéines 

RhoGTPases. Les calpaines clivent les protéines de liaison entre le cytosquelette d’actine et 

la membrane plasmique et leur inhibition interrompt la formation des MPs.420 Les calpaines 

sont aussi capables de cliver les kinases responsables de la génération de PIP2.421 Or, une 

diminution de la concentration membranaire de PIP2 favorise la relâche de MPs. Le PIP2 

permet le lien entre le cytosquelette d’actine et diverses protéines dont l’α-actinine, la 

spectrine et la moesine. Les caspases clivent le cytosquelette d’actine corticale et leur 
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inhibition par la calpeptine, conduit à l’absence de formation de filopodes qui se 

fragmentent en MPs.422 De plus, l’activation de la caspase 3 mène au clivage du domaine 

inhibiteur de ROCK-1 qui peut alors phosphoryler la chaine légère de la myosine, induisant 

la contraction des filaments d’actine puis le décrochage du réseau d’actine de la membrane 

plasmique (Figure 1-13).423-425 L’inhibition de la phosphorylation et de la dépolymérisation 

d’actine dans les plaquettes conduit à une absence de formation de MPs.286,426,427 En 

condition de flux, les MPs de plaquette se forment à partir de longue protusion de plaquette 

adhérente et activée, appelée flow-induced protrusions (FLIPR) qui peuvent mesurer 

jusqu'à 250µm.428  

 

Figure 1-13. Mécanismes de formation des microparticules. Modifiée à partir de Alaarg 

et al.429 

 

1.4.3. Hétérogénéité des microparticules de plaquettes 

 Plusieurs études, dont celles de notre laboratoire montrent que les MPs de plaquette 

sont hétérogènes, en taille, en morphologie et en organelles qu’elles contiennent. (Figure 1-

14).98,286,383,430-433 Les MPs de plaquettes peuvent être sphériques ou tubulaires432 et leurs 

tailles peuvent varier entre 200 et 800nm.95,98,432,433 Leurs surfaces peuvent être décorées de 

protéines citrullinées et de complexes immuns.98 Les MPs peuvent exprimer la PS, 

cependant sa présence n’est pas systématique.98,383,432  Les MKs produisent efficacement 

des MPs qui cohabitent dans la circulation sanguine avec les MPs de plaquette. Les MPs de 

plaquette et de MK partagent quelques similitudes. Les MPs de MK n’expriment pas 

CD62P et LAMP-1 mais affichent GPVI et CLEC-2 alors que les MPs de plaquette 
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présentent CD62P, LAMP-1 et CLEC-2.434,435 Les mitochondries des plaquettes sont 

transferrées aux MPs pendant le bourgeonnement et la relache des MPs, formant ainsi un 

sous-type de d’EVs nommés (MitoMPs).286 Des mitochondries libres peuvent également 

être relachées après l’activation des plaquettes et sont appelées freeMitos. 

 

Figure 1-14. Hétérogénéité des microparticules de plaquettes. Modifiée à partir de la 

figure 1 en Annexe 1. 

 

1.4.4. Contenu des microparticules  

 Le contenu des MPs varie selon l’origine cellulaire et la stimulation des cellules. 

Lorsqu’elles bourgeonnent, les MPs emmènent les antigènes de surface tels que le CD41, le 

CD3 et le CD15.96,241 Les plaquettes transfèrent aux MPs des protéines, des enzymes, des 

lipides et des acides nucléiques (Figure 1-15).430,434  

 

1.4.4.1. Protéome des microparticules 

 Les MPs transportent de nombreuses protéines du cytosquelette (actine, vimentine), 

des cytokines, des enzymes, des molécules d’adhésion ainsi que des facteurs de 
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transcription (PPARγ et NFκB).289,290,303,436-438 Plusieurs études protéomiques existent, 

toutefois je ne ferai pas une liste exhaustive des résultats retrouvés. Cependant, il est 

intéressant d’observer que les MPs de plaquettes contiennent des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1 ou RANTES.96 Ces cytokines induisent une augmentation 

de l’expression des molécules d’adhésion des ECs menant à la liaison des neutrophiles. 

Elles induisent aussi le recrutement des monocytes, et peuvent activer les FLS à produire de 

l’IL-8, cytokine attractive pour les neutrophiles.96 

1.4.4.2. Lipidome des microparticules 

 La composition phospholipidique et lipidique des MPs de diverses origines est 

connue.439-441 Les concentrés plaquettaires pour transfusion (CPs) contiennent des MPs et 

des exosomes dont l’analyse lipidomique révèle une forte expression de céramide, de 

phosphatidylcholine et de phosphatidylsérine.436 Les MPs renferment dans leur membrane 

de l’AA et de l’acide linoléique, qu’elles peuvent transmettent à d’autres cellules ou les 

métaboliser.442,443 Les MPs possèdent la machinerie nécessaire au métabolisme des lipides, 

leur permettant de produire divers eicosanoides qui peuvent transmis à d’autres 

cellules.442,444 C’est le cas du 12-HETE des MPs de plaquette qui peut être métabolisé par 

les mastocytes et les neutrophiles en lipoxine.397,398,443 Ainsi les MPs de plaquette peuvent 

moduler le profil lipidique des leucocytes.445 

 

1.4.4.3. Contenu en acides nucléiques des microparticules 

 Les MPs contiennent différents acides nucléiques. Les MPs de leucocyte notamment 

renferment de l’ADN.446 Elles peuvent aussi inclure des ARNm, des ARNt et des ARNr 

ainsi que des pre-miARN et miARNs.446-452 Les MPs de plaquette contiennent ces 

différents acides nucléiques à l’exception de l’ADN nucléaire.430,452 Les ARNm et miRNA 

transférés aux cellules cibles via les MPs induisent des modifications au niveau du 

transcriptome des cellules et peuvent les reprogrammer.452 

 

1.4.4.4. Contenu en organelles des microparticules 

 Une étude de spectrométrie de masse a mis en évidence la présence de protéines 

mitochondriales et de reticulum endoplasmique dans les MPs de plaquette.453 Récemment, 

notre laboratoire a confirmé que les MPs contiennent des mitochondries et qu’elles sont 
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fonctionnelles.286 Les protéines relatives au lysosome et à l’appareil de Golgi sont 

cependant absentes des MPs de plaquette.453 

 

 

Figure 1-15. Les microparticules de plaquette contiennent diverses molécules 

lipidiques, protéiques et d’acides nucléiques. Modifiée à partir de Aatonen et al.430 

 

1.4.5.  Rôle physio-pathologique des microparticules 

1.4.5.1. La communication cellulaire 

 Les MPs de plaquettes interagissent avec les cellules de diverses manières : i) en 

adhèrant aux cellules transitoirement ou fermement en se liant aux molécules d’adhésion 

pour transférer des protéines ou induire une cascade de signalisation dans la cellule cible, 

ii) en étant internalisée  pour libérer son contenu, transférer son contenu (Figure 1-16). Les 

MPs peuvent fusionner avec les membranes des cellules et transmettent ainsi leur contenu 

en acides nucléiques, protéines et lipides lesquels peuvent les reprogrammer.449,452  Elles 
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transfèrent aussi leurs récepteurs de surface tels que le CCR5 et le CXCR4 aux cellules qui 

pourront alors, par exemple, lier le VIH-I.454,455 Les MPs de plaquette transfèrent des 

antigènes de plaquettes tels que le CD41, le CD61, le CD62P, le CXCR4 et le PAR-1 aux 

cellules souches de progéniteurs hématopoïétiques.456 Elles peuvent aussi transférer aux 

neutrophiles leur récepteur GPIIb/IIIa, lequel coopère avec les intégrines β2 pour 

l’activation de NFκB.457 Les MPs de plaquette peuvent moduler l’inflammation et 

l’immunité en régulant la synthèse de cytokines des macrophages, en modulant la 

différentiation des DCs et des LTs régulateurs.458,459 Elles expriment des récepteurs au 

complément tels que le C1q et peuvent activer la voie classique du complément.460,461 

Enfin, les MPs peuvent être internalisées par diverses cellules par phagocytose et 

endocytose impliquant les dynamines, clathrines et cavéolines.462-465 

 

 
 

 

Figure 1-16. Les mécanismes d’interaction des microparticules avec leurs cellules 

cibles. Modifiée à partir de Mause et al.466 
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1.4.5.2. L’inflammation 

 Les MPs circulantes sont souvent plus abondantes dans les fluides de patients 

atteints de cancers et de maladies inflammatoires chroniques telles que l’AR, le lupus, et 

l’athérosclérose. Les cellules cancéreuses relâchent abondamment des MPs qui contiennent 

comme les MPs de plaquette, des facteurs de croissance dont le VEGF, impliqués dans les 

processus d’angiogénèse et de neo-vascularisation.430,467,468 Les MPs dont celles de 

plaquette peuvent induire des métastases.469 Les MPs sont aussi impliquées dans les 

processus de coagulation441,470-472 où l’expression de la PS et du facteur de tissulaire (TF) 

offre des propriétés pro-coagulantes aux MPs.473,474 En effet, la PS chargée négativement 

interagit avec les protéines de coagulation chargée positivement (facteur VII, IX, X et 

prothrombine). Les MPs de monocytes sont une des sources de TFs et expriment toutefois 

la thrombomoduline qui est un inhibiteur de la voie du facteur tissulaire et donc de la 

coagulation.475,476 
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1.5. La mitochondrie 

 Les mitochondries ont été observées pour la première fois dans les années 1840 et 

ont été nommées dans un premier temps « bioblast » par Altmann.477 Le nom de 

mitochondrie fut introduit en 1898 par Brenda et al, provenant des mots grecs mitos et 

chondros signifiant respectivement fil et granule, référant à l’apparence de granule allongée 

et filamentaire.477  

 

1.5.1. Structure des mitochondries 

 Les mitochondries sont de petits organelles de 1µm environ. Elles migrent grâce au 

cytosquelette et fusionnent entre elles, lorsque les cellules sont activées. Elles reviennent à 

leur état unique par le processus de scission dans les cellules quiescentes.478 Les études de 

MET ont révélé la structure caractéristique des mitochondries à savoir les crêtes 

mitochondriales.479 Les mitochondries ont une double membrane avec une membrane 

externe perméable aux molécules inférieures à 4-5kDa. Les plus grosses molécules passent 

à travers des complexes protéiques appelés porines, tels que le translocon Tom, le 

complexe sorting and assembly machinery (SAM) et la porine voltage dependent action 

channel (VDAC). La membrane interne se plisse dans la matrice pour former les crêtes 

mitochondriales et contient les protéines responsables de la chaine respiratoire, la synthèse 

d’ATP et l’échange de métabolites tel que des acides aminés carbohydrates. La membrane 

interne mitochondriale exprime aussi trois translocases telles que TIM23 qui importe des 

précurseurs de protéines à cliver, TIM22 qui importe des protéines par la voie 

d’importation de cargos et Oxa1p qui est responsable de l’insertion dans la membrane 

interne des protéines qui ont été synthétisées dans la mitochondrie.480 La matrice contient 

des copies d’ADN génomique et de facteurs impliqués dans l’expression des gènes 

mitochondriaux comme les ribosomes et les ARNt. Le génome mitochondrial humain est 

constitué d’un ADN double brin circulaire dépourvu d’intron. Il code 37 gènes, dont 2 

ARNr, 22 ARNt et 13 polypeptides correspondant à des sous-unités du complexe 

enzymatique du système de phosphorylation oxydative. La plupart des processus 

métaboliques, tels que le cycle de l’acide citrique, l’oxydation des acides gras et la 

régénération de l’ATP (Figure 1-17) se déroulent dans la matrice. La mitochondrie est une 
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organelle semi-autonome dans les cellules eucaryotes, qui contrôle des processus cellulaires 

importants comme la production d’énergie et l’apoptose.  

 

1.5.2. Fonctions des mitochondries 

1.5.2.1. Respiration cellulaire 

 La mitochondrie est souvent considérée comme la source énergétique de la cellule. 

Elle absorbe les produits de la glycolyse, tels que le pyruvate qui entre dans le cycle de 

Krebs et produit des protons. Le NADH est utilisé par les complexes de la chaine 

d’échange d’électrons dans la membrane interne de la mitochondrie. Le complexe I 

catalyse le transfert de 2 électrons du NADH, à la coenzyme Q (CoQ). Le complexe II 

reçoit les électrons à partir de la réduction du succinate, et le transmet à la coenzyme Q. 

Cette coenzyme Q est un transporteur mobile d’électron. Le complexe III reçoit les 

électrons de la coenzyme Q et les transmet au cytochrome c. Ce dernier est un autre 

transporteur mobile d’électrons qui transfère les électrons du complexe III au complexe IV. 

Le complexe V est une pompe à protons (Figure 1-17). 

 

1.5.2.2. Mort cellulaire 

 La mort cellulaire programmée ou apoptose peut être initiée par les récepteurs de 

mort (voie extrinsèque) ou via les mitochondries (voie intrinsèque). L’engagement des 

récepteurs de mort, tel que FAS, mène à l’assemblage d’un complexe sous membranaire 

appelé death inducing signalling complex (DISC) composé de l’adaptateur protéique FAS 

associated death-domain (FADD), de la pro-caspase10. La pro-caspase 10 est activée et 

libère la caspase 8 qui active alors la voie des caspases.  

 

 La voie intrinsèque peut être enclenchée suite à un stimulus comme un dommage à 

l’ADN, une réponse à une protéine mal formée ou à un stress. La protéine BID est clivée et 

forme BID tronqué (tBID). tBID induit l’oligomerisation de BAX et de BAK qui forment 

des pores dans la membrane externe de la mitochondrie, laissant sortir le cytochrome c 

ainsi que SMAC. Le cytochrome c lie l'apoptotic protease activating factor‑1 (APAF-1) 

dans le cytoplasme.  
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Figure 1-17. La respiration mitochondriale. Modifiée à partir de Di Mauro et al.481 

Membrane interne mitochondriale (MIM), membrane externe mitochondriale (MEM) 

 

 APAF-1 est un monomère qui contient un domaine de recrutement aux caspases 

(CARD), un domaine d’oligomerisation et un site de liaison du cytochrome c. Le complexe 

cytochrome c-APAF-1 se lie avec 6 autres complexes identiques pour former 

l’apoptosome. La pro-caspase 9 se lie à l’apoptosome et permet l’activation de la caspase3 

et 7. Cependant, il existe des régulateurs de l’apoptose comme Hsp27 qui inhibe la relâche 

de cytochrome c. De plus, les protéines inhibitrices de l’apoptose (IAP) empêchent 

l’activation des caspases et peuvent être elles-mêmes inhibée par SMAC qui est sécrétée 

par la mitochondrie (Figure 1-18). 

1.5.3. Implications des DAMPS mitochondriaux dans les pathologies 

rhumatismales 

 D’après la théorie de l’endosymbiose, les mitochondries dérivent d’une α-

proteobacterium rickettsiale, qui aurait fusionnée avec une cellule eucaryote il y a environ 

2 milliards d’années.481 Cette théorie propose qu’une cellule eucaryote ait survécue à la 

colonisation de son cytoplasme par une bactérie.  
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Figure 1-18. Le rôle des mitochondries dans l’apoptose. Modifiée d’après Yong-Ling 

P.Ow et al.482 

 

 

Les deux entités vivent en symbiose, jouissant des bénéfices mutuels tels que la réduction 

des molécules carbonées et l’échange d’ATP. Initialement, cette théorie est née de la 

ressemblance des mitochondries aux bactéries. Plusieurs évidences laissent penser que les 

mitochondries ont une origine bactérienne et sont reliées aux eubactéries, notamment avec 

les études phylogéniques basées sur l’ARN 16S, confortées par des études sur les protéines 

de choc thermique (hsp) ou sur les dismutases superoxyde. 
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 Les composants des mitochondries comme les dérivés bactériens sont une source de 

DAMPs, tel que résumé dans le tableau 1-4. L’ADN mitochondrial, riche en motifs CpG, 

est hautement inflammatoire.197 Il active principalement le TLR9 des monocytes, des 

macrophages et des neutrophiles. L’injection d’ADN mitochondrial dans les articulations 

de souris induit l’arthrite.483 Le fMLP des mitochondries extracellulaires intervient dans les 

processus inflammatoires. Le fMLP active les cellules exprimant le récepteur FRP1, telles 

que les monocytes/macrophages et les neutrophiles.191,484 Il induit la dégranulation et la 

production de ROS dans les neutrophiles. Le fMLP mitochondrial peut chimioattracter les 

neutrophiles.485 Les membranes mitochondriales contiennent un phospholipide 

spécifique soit le diphosphatidylglycerol appelé aussi cardiolipine. Le cytochrome c, l’ATP 

et les ROS provenant des mitochondries peuvent activer les cellules et induire la sécrétion 

de cytokines.486 

 

Tableau 1-4. Les DAMPs mitochondriaux. Modifié à partir de A. Phillip West et al.487 

DAMPs récepteur activité inflammatoire 

ADN CpG TLR9, AIM2 

activation des monocytes, macrophages, neutrophiles 

mobilisation du Ca2+, dégranulation, chimiotaxie (neutrophiles) 

activation des caspases et sécrétion de cytokines 

fMLP FRP1 

activation monocytes 

mobilisation du Ca2+, dégranulation, chimiotaxie, respiration 

oxydative (neutrophiles) 

ATP 
P2RX7, P2Y2, 

NLRP3 

activation de la caspase 1 

sécrétion de cytokine 

ROS NLRP3 
activation de la caspase 1 

sécrétion de cytokine 
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1.6. Les phospholipases A2 

 Les phospholipases sont des enzymes catalysant l’hydrolyse des phospholipides. 

Elles forment une famille de quatre membres nommées de A1, A2, C et D identifiées selon 

leur site d’hydrolyse sur un phospholipide présent dans les membranes cellulaires (Figure 

1-19). Les phospholipases A2 hydrolysent spécifiquement la liaison ester en position sn-2 

du glycérophospholipide, libérant un lysophospholipide et un acide gras qui peut 

correspondre à l’AA. Cet acide gras comme l’AA peut ensuite être métabolisé en divers 

eicosanoides par différentes enzymes (Figure 1-3). 

 

Figure 1-19. Site d’hydrolyse des phospholipases. Modifiée à partir de Birts et al.488 

 

1.6.1. Généralités sur les phospholipases A2 

 Les phospholipases A2 (PLA2) forment une large famille d’hydrolases composée 

d’une vingtaine d’isoformes chez les mammifères. Contrairement aux PLA2 indépendantes 

du calcium (iPLA2), les PLA2 cytosoliques (cPLA2) et les PLA2 sécrétées (sPLA2) ont 

besoin du calcium pour leur activité enzymatique. D’autres enzymes moins décrites font 

partie de la grande famille des PLA2 telle que les Platelet-activating factor 

acetylhydrolases (PAF-AHs), les lysosomales PLA2s, et les adipose-specific PLA2. Par 

souci de clarté, je définirai les trois classes les plus décrites dans la littérature à savoir les 

iPLA2, les cPLA2 et les sPLA2. 

 

1.6.1.1. Les phospholipases A2 indépendantes du calcium (iPLA2) 

 Les iPLA2 ou PLA2 du groupe VIA sont indépendantes du calcium pour hydrolyser 

les phospholipides membranaires. Elles sont intracellulaires et ont une taille de 85kDa. Il 

existe neuf membres de la famille des iPLA2 aussi référée comme la famille contenant un 
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domaine phospholipase patatine (PNPLA). Les iPLA2-VIA (iPLA2β) présentent cinq 

variants épissés, dont les variants 1 et 2 qui possèdent un domaine catalytique complet, 

alors que les trois autres variant iPLA2-VIA-3, -Ankyrin-1 et -Ankyrin-2 ont perdu leur site 

catalytique du à une queue C terminale tronquée. Les iPLA2-VIB (iPLA2γ) ont un domaine 

catalytique, mais ont perdu le domaine ankyrine. Le site catalytique de ces iPLA2 se situe 

au niveau d’un résidu sérine. Les iPLA2 peuvent avoir plusieurs fonctions, dont la 

régulation de l’activation des plaquettes chez la souris, la diminution de l’inflammation et 

l’activation des ECs cardiaques.489-491  

 

1.6.1.2. Les phospholipases A2 dépendantes du calcium  

1.6.1.2.1. Les phospholipases A2 cytosoliques 

 Les cPLA2 (ou groupe IV) existent sous plusieurs isoformes (α, β, γ, δ, ε, ζ) dont la 

taille varie entre 61 et 114kDa. Ces cPLA2 possèdent un site catalytique sérine ainsi qu’un 

domaine de liaison au calcium sauf pour la cPLA2γ. La cPLA2α est la plus étudiée. Elle 

peut être impliquée dans des processus physiologiques tels que la parturition et 

l’implantation du fœtus. Elle joue aussi un rôle dans les processus inflammatoires et 

pathologiques tels que l’arthrite inflammatoire dans le modèle CIA, le diabète auto-immun 

et la résorption osseuse inflammatoire.186,492-494 

 

1.6.1.2.2. Les phospholipases A2 sécrétées 

 La famille des sPLA2 regroupe diverses enzymes exprimées chez les mammifères, 

les insectes, les plantes, bactéries, champignons et virus. Elles se retrouvent aussi dans 

divers venins provenant de serpents et d’abeilles. Il existe 10 isoformes de phospholipase 

A2 chez l’humain et 11 chez la souris qui sont divisés en trois groupes soit le groupe des 

sPLA2 conventionnelles (I, II, V et X), le groupe III et et le groupe XII. Les sPLA2 

conventionnelles sont des enzymes de 14 à 19kDa avec un site de liaison au calcium et un 

site catalytique histidine-aspartate, hautement conservés. Elles sont classées selon leur 

homologie de séquence, leur structure, le nombre et la position de leurs ponts disulfures 

(Figure 1-20).  
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1.6.2. La phospholipase A2 sécrétée de type IIA 

1.6.2.1. Historique : de la découverte au clonage 

 La sPLA2-IIA est aussi appelée sPLA2 synoviale ou inflammatoire puisqu’elle a été 

détectée pour la première fois dans les liquides synoviaux de patients arthritiques.157 Cette 

enzyme est codée sur le chromosome 1 humain, par le gène Pla2g2a lequel est composé de 

5 exons.495,496 Il existe potentiellement 7 transcripts alternatifs dont plusieurs ne fournissent 

pas de protéine. La séquence génique de Pla2g2a a permis le clonage de cette enzyme dans 

un vecteur inséré dans E.Coli497-499 et permet la production de protéines recombinantes 

respectant la conformation tridimensionnelle et la position des ponts disulfures. 

  

Figure 1-20. Les PLA2 sécrétées. Modifiée à partir de Murakami et al.500 

 

 Les études cristallographiques montrent que la sPLA2-IIA est hautement basique 

comme la sPLA2-IB et présente un pont disulfure caractéristique entre la cystéine 50 et la 
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cystéine terminale ainsi qu’une extension en C terminale (Figure 1-20).501,502 Son site 

catalytique est en position histidine 48 et son remplacement par un glutamate conduit à un 

mutant inactif enzymatiquement appelé sPLA2-IIA H48Q, lequel conserve les repliements 

tridimensionnels et sa capacité à lier les phospholipides.503 Les activités catalytiques de 

cette sPLA2-IIA seront développées au paragraphe 1.6.2.3.  

 

 Chez certaines lignées de souris (C57BL6, 129/Sv, B10.RIII) la sPLA2-IIA murine 

n’est pas exprimée. Dans le génome des souris C57BL6, le gène de la sPLA2-IIA sur le 

chromosome 4 n’est pas transcrit à cause d’une mutation dans l’exon 3 qui modifie le cadre 

de lecture. Il s’agit d’une insertion d’une thymine (T) en position 166 à partir de l’ATG de 

l’ADN complémentaire menant à un codon-stop. Cependant, la sPLA2-IIA murine est 

présente dans les lignées de souris telles que les Balbc, C3H/HE, DBA/1, DBA/2, 

NZB/B1N, et MRL lpr/lpr.504 Enfin, une souris transgénique exprimant la sPLA2-IIA 

humaine (sPLA2-IIATGN) et une souris exprimant la sPLA2-IIA murine (sPLA2-IIA+/+) ont 

aussi été générées dans un fond C57BL6.152,505 

 

1.6.2.2. Expression de la sPLA2-IIA 

 La sPLA2-IIA est détectée dans différents organes humains dont la rate et les 

organes reproducteurs mâles au niveau des testicules et du plasma séminal où elle contribue 

à la maturation du sperme.506-510 Elles est aussi produite dans la MO, la rate et le thymus 

chez le rat,511-513 et dans les cellules de Paneth de l’intestin humain et murin.514,515 Plusieurs 

cellules sont identifiées toutefois pour sécréter la sPLA2-IIA, telles que les cellules 

mésengliales, les cellules endothéliales, les cellules de muscles lisses, les hépatocytes, les 

mastocytes, les macrophages, les plaquettes.516-520 La sPLA2-IIA est présente dans les 

larmes et sa concentration augmente très fortement dans les fluides biologiques (notamment 

le sang) après un traumatisme, une intervention chirurgicale, une infection et dans les 

maladies auto-immunes.152,521-526 L’induction de sa synthèse est dépendante des 

endotoxines et des cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF.527 Toutefois, son 

expression est diminuée par les glucocorticoïdes et la dexamethasone.528  
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1.6.2.3. Activité enzymatique de la sPLA2-IIA 

1.6.2.3.1. Hydrolyse des phospholipides membranaires par la sPLA2-IIA 

 L’ensemble de la protéine et le site de reconnaissance des phospholipides de la 

sPLA2-IIA sont chargés positivement. Cette enzyme se caractérise par son affinité pour les 

phospholipides anioniques comme le PG, la PE, la PS.497,529-531 Les résidus tryptophanes 

dans le site de reconnaissance interfacial sont importants pour la reconnaissance des 

phospholipides neutres tels que la PC. La sPLA2-IIA n’a pas de résidu tryptophane et a une 

faible affinité pour les surfaces zwitterioniques dont les cellules quiescentes.529,530 

L’insertion d’un tryptophane dans la zone d’interface de la sPLA2-IIA augmente son 

interaction avec les phospholipides zwitterioniques et permet l’hydrolyse du PC.532 La 

sPLA2-IIA, en présence de sphingomyélinase, est capable d’utiliser les microparticules de 

globules rouges comme substrat et permettre la production de médiateurs lipidiques tels 

que l’acide lysophosphatidique (LPA).533 

 

1.6.2.3.2. Activité bactéricide de la sPLA2-IIA 

  In vitro, la sPLA2-IIA humaine est capable de lyser les bactéries gram+ incluant 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus arthracis.534-

537 Par ailleurs in vivo, les souris sPLA2-IIATGN résistent et survivent aux infections de 

bactéries gram+ telles que Staphylococcus aureus et Bacillus anthracis.538-540 Cependant, la 

sPLA2-IIA intestinale murine est capable de lyser les bactéries gram- comme Escherichia 

coli.514,539 Une récente étude présente de manière élégante l’implication de la sPLA2-IIA 

dans l’éradication de souches bactériennes dans la fibrose cystique (FC). Cette PLA2 est 

connue pour éliminer les surfactants bronchiques.541 Les jeunes patients atteints de FC 

présentent des expectoras avec de forts taux de sPLA2-IIA et de Staphylococcus aureus 

alors que les patients plus agés ont une flore bronchique majoritairement composée de 

pseudomonas aeruginosa. Les auteurs mettent en évidence que Pseudomonas aeruginosa 

induit la production de sPLA2-IIA par les ECs bronchiques, suffisament pour éradiquer 

Staphylococcus aureus.542  

 

 Afin d’exercer son activité bactéricide sur Staphylococcus aureus par exemple, la 

sPLA2-IIA doit i) se lier à la surface anionique des bactéries, ii) atteindre la paroi cellulaire 
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en passant à travers le peptidoglycan anionique, iii) hydrolyser les phospholipides des 

membranes bactériennes, iiii) activer les autolysines bactériennes.543 La charge négative des 

parois bactériennes est causée par la présence de PG, de cardiolipine, d’acide teichoique et 

lipotechoique, lesquels peuvent lier la sPLA2-IIA.544 D’autre part, pour lyser les bactéries la 

sPLA2-IIA travaille avec les protéines du complément C7 et C9 qui forment le complexe 

d’attaque membranaire.545 La sPLA2-IIA collabore aussi avec les neutrophiles qui sécrètent 

des ROS, des lysozymes et une protéine bactéricide BPI menant à la mort des bactéries. 

546,547  Les bactéries en division sont plus susceptibles d’être lysées par la sPLA2-IIA.543 

 

1.6.2.4. Activité non enzymatique de la sPLA2-IIA 

1.6.2.4.1. Les récepteurs de la sPLA2-IIA 

 Historiquement, les récepteurs N-type (dans le cerveau) et M-type (découvert dans 

les muscles lisses du lapin) sont les premiers groupes de protéines liant les sPLA2. Ils furent 

identifiés en utilisant une sPLA2 de venin de serpent appelé OS2. La sPLA2-IIA humaine lie  

faiblement le récepteur N-type et son affinité pour le récepteur M-type humain demeure 

inconnue à ce jour. Cependant, une forme inactive de sPLA2-IIA humaine semble activer 

les neutrophiles via le récepteur M-type suggérant que la sPLA2-IIA puisse agir comme un 

ligand de ce récepteur,548 qui est exprimé sur les neutrophiles et macrophages 

alvéolaires.548-550 La liaison de la sPLA2-IIA sur les récepteurs M-type des macrophages 

alvéolaires et des neutrophiles induit respectivement la sécrétion d’IL-6 ainsi que la 

sécrétion d’élastase et l’adhésion des neutrophiles au fibrinogène.548,551 La sPLA2-IIA lie le 

récepteur M-type des mastocytes de la MO et induit l’activation de la cPLA2α.552 

 

 La nature cationique de la sPLA2-IIA lui permet d’interagir de manière 

électrostatique avec les chaines d’héparane sulfate des protéoglycans (HSPG), versican et 

glypican chargés négativement.331,553-556 Par ces liaisons, la sPLA2-IIA peut lier les 

plaquettes,331 améliorer sa capacité à hydrolyser les membranes des cellules vivantes ou en 

apoptose,553-556 ou être internalisée dans des compartiments vésiculaires et périnucléaires 

grâce à une endocytose dépendante des raft et cavéoline.553,554,557 La sPLA2-IIA lie aussi la 

decorin et versican dans les plaques d’atherosclérose.558,559 
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 Les intégrines αvβ3, α4β1, α5β1 sont aussi des ligands de la sPLA2-IIA lesquelles 

induisent des signaux de prolifération et activent aussi les intégrines.560,561 Enfin, la sPLA2-

IIA peut aussi se lier à la vimentine sur les cellules apoptotiques.562 

 

1.6.2.4.2. Fonction non enzymatique de la sPLA2-IIA 

 La sPLA2-IIA lie les corps apoptotiques et induit leur internalisation dans les 

cellules monocytaires THP-1 différenciées en macrophage, indépendamment de son activité 

catalytique.563 La différenciation des cellules THP-1 en macrophage nécessite un traitement 

au PMA lequel induit l’expression de HSPG qui permet la liaison à la sPLA2-IIA.563 La 

sPLA2-IIA se lie au facteur Xa grâce à ses résidus basiques, induisant une diminution de 

l’activité prothrombine et inhibition de la coagulation.564 Cependant, la sPLA2-IIA peut 

aussi induire l’afflux de calcium menant à l’agrégation des plaquettes, et la formation de 

thromboxane B2.565 De même elle induit induit la mobilisation calcique, l’activation de la 

voie des MAPK et l’activation de la cPLA2 sur les astrocytes.566,567 

 

1.6.2.5. Implication patho-physiologique de la sPLA2-IIA 

1.6.2.5.1. Cancer 

 La sPLA2-IIA est fortement exprimée dans les cancers chez l’homme notamment au 

niveau du système digestif touchant l’œsophage, l’estomac, les voies biliaires, le pancréas, 

l’intestin et l’intestin grêle, et le colon, mais aussi dans les cancers du sein.506,568-577 La 

majorité des tumeurs contiennent de forts taux de sPLA2-IIA (marquage 

immunohistochimique), c’est un indice de mauvais pronostique dans le cancer de la 

prostate.587,595,597 L’expression de l’ARNm de la sPLA2-IIA est associée avec une apoptose 

tardive et pourrait avoir un effet protecteur dans les adénocarcinomes gastriques.578 Les 

cancers colorectaux peuvent être précédés de maladie précurseur de cancer telle que la 

polypose adénomateuse familiale (FAP). Un modèle murin existe pour étudier la FAP, il 

s’agit du modèle murin APCmin/+ où la sPLA2-IIA pourrait avoir un rôle suppresseur de 

tumeur dans les cancers colorectaux.579,580 Les mutations dans le gène Pla2g2a chez 

l’homme ne sont pourtant pas liées à la FAP et aux cancers colorectaux.581-583 Cependant, 

ces études n’excluent pas le rôle de la sPLA2-IIA qui est très abondante dans les adénomes 

de patients atteints de FAP. Elle pourrait fournir l’AA pour la production d’éicosanoïdes.584 
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Contrairement aux cancers colorectaux, les différentes études sur le cancer de la prostate 

supportent un rôle protumoral de la sPLA2-IIA. Les souris exprimant la sPLA2-IIA 

présentent des tumeurs de la prostate très vascularisées, des métastases osseuses et une 

dimuntion de la survie au cancer corrélant avec la survie des patients avec tumeurs 

contenant de fortes quantités de sPLA2-IIA.570,585 

1.6.2.5.2. Inflammation 

 La sPLA2-IIA joue un rôle important dans l’inflammation. Elle est abondante dans 

les tissus et liquides biologiques de plusieurs maladies inflammatoires comme 

l’athérosclérose, la maladie de Crohn, la pancréatite et l’asthme.586 Sa présence est 

fortement corrélée avec la sévérité de ces pathologies. La sPLA2-IIA est aussi fortement 

exprimée lorsque le système nerveux central est lésé et dans les maladies neurologiques 

telles que Alzeihmer. Elle est souvent associée aux astrocytes et à la neuro-dégénération via 

l’apoptose.587,588 La sPLA2-IIA induit l’activation de la lignée astrocytaire humaine.566,567 

La sPLA2-IIA est principalement exprimée par les cellules musculaires lisses des artères 

humaines en santé. Elle est cependant surexprimée dans les plaques d’athérosclérose 

notamment dans les régions riches en macrophages et dans les corps lipidiques. Elle est 

aussi détectée au niveau de la MEC et est associée avec les fibres de collagène.558,589,590 Par 

ailleurs, les fortes concentrations plasmatiques de sPLA2-IIA corrèlent avec les accidents 

cardiovasculaires.591-595 

1.6.2.5.3. Arthrite 

 La sPLA2-IIA est fortement exprimée dans les liquides synoviaux et les cellules 

synoviales dans les articulations des patients atteints d’AR contrairement aux personnes en 

santé.152-157,586 Elle est localisée dans l’endothélium, les muscles vasculaires lisses, les 

mastocytes ainsi que dans les synoviocytes macrophages et FLS.153 Son expression est 

augmentée en présence d’IL-1β.154 Dans l’AR, la sPLA2-IIA active la COX-2 et par 

conséquent la production de prostaglandine par les FLS dépendamment et indépendamment 

de son activité catalytique.596,597 La contribution de la sPLA2-IIA a été mise en évidence 

grâce au modèle murin d’arthrite. Les souris déficientes en sPLA2-IIA tel que les C57BL6 

développent une arthrite faible en comparaison aux souris exprimant la sPLA2-IIA murine 

ou la sPLA2-IIA humaine (sPLA2-IIATGN) dans un fond génétique C57BL6.152 
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1.7. Objectifs de l’étude 

 Les travaux présentés dans cette thèse visent à étudier le rôle de la phospholipase A2 

sécrétée de type IIA (sPLA2-IIA) dans l’AR. Cette enzyme est localisée dans le synovium et 

les liquides synoviaux des patients arthritiques où et sa présence est accrue.152,156,157 Son 

implication dans la sévérité de l’arthrite a été montrée récemment dans un modèle murin.152 

Cependant, les mécanismes par lesquels la sPLA2-IIA contribue à la gravité de l’arthrite 

restent indéterminés et font l’objectif principal de mon projet de doctorat. Nous avons émis 

l’hypothèse que la sPLA2-IIA de part son activité enzymatique pourrait avoir des cibles 

dans les liquides synoviaux arthritiques, et que les produits d’hydrolyse pourraient aussi 

avoir un impact sur l’inflammation. Afin d’éclaircir le rôle de la sPLA2-IIA dans la 

pathogenèse de l’AR nous avons eu trois objectifs axés sur l’identification des cibles de la 

sPLA2-IIA et l’impact des interactions de la sPLA2-IIA avec ses cibles. 

 

 Notre premier objectif fut de déterminer les cibles de la sPLA2-IIA. Cette enzyme 

est bien connue pour son activité bactéricide.534-540514 Or les liquides synoviaux des patients 

arthritiques contiennent des mitochondries extracellulaires, qui sont des vestiges bactériens 

fortement inflammatoires.286,598,599 Par ailleurs, la sPLA2-IIA est inactive sur les 

membranes cellulaires. Elle possède tout de même de l’affinité pour les phospholipides 

anioniques comme la phosphatidylsérine (PS) lequel est abondant dans le feuillet interne de 

la membrane plasmique. Ce PS est exposé sur les MPs de plaquettes qui sont abondantes 

dans les liquides synoviaux des patients atteints d’AR.96,409 De plus, ces MPs expriment à 

leur surface de la vimentine qui est aussi un ligand de la sPLA2-IIA,562,600 qui peut les 

hydrolyser.533  

 

 Notre second objectif fut d’étudier les impacts de l’association de la sPLA2-IIA 

avec les mitochondries et les MPs avec les leucocytes les plus abondants dans les liquides 

synoviaux arthritiques et qui contribuent à la maladie : les neutrophiles. Etant donné que les 

MPs de plaquette lient les neutrophiles,96,393,394 et que la sPLA2-IIA permet l’internalisation 

des corps apoptotiques dans les cellules monocytaires,563 la sPLA2-IIA pourrait augmenter 

la liaison et l’internalisation des MPs de plaquette par les neutrophiles. Par ailleurs, les 
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plaquettes et les bactéries induisent la NETose et la production de leucotriènes par les 

neutrophiles.236,396 La sPLA2-IIA pourrait interférer  dans ces processus. 

 

 Notre troisième objectif fut de caractériser le contenu des MPs de plaquette et son 

transfert dans les neutrophiles. Les MPs sont connues pour contenir des acides nucléiques, 

des lipides bioactifs et des protéines qu’elles transfèrent aux cellules cibles, telles des 

professionnelles de la communication intercellulaire.452 

 

 Les réponses à ces differents objectifs permettront de dévoiler quelques fonctions de 

la sPLA2-IIA dans l’arthrite ainsi que sur les microparticules de plaquettes et les 

mitochondries libres. 

 

 . 
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Chapitre 2. Les plaquettes libèrent leurs mitochondries 

servant de substrat à la phospholipase A2 sécrétée de type 

IIA bactéricide afin de promouvoir l’inflammation  
 

 

 

2.1. Avant-propos 

 

Le Dr Eric Boilard a conçu et dirigé le projet de recherche. Il a participé à l’analyse des 

données et corrigé l’article.  

Les Drs Luc Boudreau, Nathalie Cloutier, Steve Lacroix, Marc Pouillot, Louis Thibault, 

John W.Semple et Michael H Gelb ont conçu les expérimentations. 

Les Drs Luc Boudreau, Nathalie Cloutier, Denis Soulet ainsi que Nicolas Martin, James 

Bollinger, Alexandre Paré, Matthieu Rousseau, Gajendra S. Naika, Geneviève Marcoux, 

Tania Lévesque, Cynthia Laflamme ont réalisé les expériences. 

Les Drs Peter A. Nigrovic, Hamzeh-Cognasse, Fabrice Cognasse, Olivier Garraud, Helga 

Guderley, Gérard Lambeau, Richard W. Farndale, Louis Thibault et Michael H. Gelb ont 

fourni des réactifs primordiaux. 

Les Drs Luc Boudreau, Nathalie Cloutier, Denis Soulet, Nicolas Martin, James Bollinger, 

Helga Guderley, Louis Thibault et Michael H Gelb ont analysé les données.  

 

J’ai conçu et réalisé les expériences, analysé et interprété les données, réalisé les analyses 

statistiques et aidé à la rédaction de certaines parties du manuscrit. 

 

Ce chapitre a été publié dans Blood le 31 juillet 2014. 
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2.2. Résumé  

Les plaquettes sont très abondantes dans le sang où elles jouent un rôle dans l’hémostase. 

Dépourvues de noyau, elles contiennent des mitochondries fonctionnelles. Lorsque les 

plaquettes sont activées, elles produisent des microparticules (MPs). Nous avons émis 

l’hypothèse que les plaquettes activées relâchent aussi des mitochondries. En effet, elles 

libèrent leurs mitochondries fonctionnelles, encapsulées dans des MPs appelées mitoMPs 

ou libres appelées freeMitos. Ces freeMitos sont retrouvées dans les concentrés 

plaquettaires (CP) utilisés pour les transfusions. Leurs concentrations augmentent dans les 

CPs qui ont causés des réactions aiguës chez les patients transfusés. Les mitochondries sont 

des substrats des phospholipases A2 sécrétées de type IIA (sPLA2-IIA), une phospholipase 

bactéricide. Elles sont hydrolysées par la sPLA2-IIA libérant des médiateurs inflammatoires 

(lysophospholipides, acides gras, ADN mitochondrial) lesquels induisent l’activation des 

leucocytes. Les freeMitos interagissent aussi avec les neutrophiles in vivo, menant à leurs 

adhésions aux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Ainsi, les freeMitos produites 

par les plaquettes sont au centre d’un mécanisme puissant menant à une réponse 

inflammatoire. 
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2.3. Abstract 

Mitochondrial DNA (mtDNA) is a highly potent inflammatory trigger and is reportedly 

found outside the cells in blood in various pathologies. Platelets are abundant in blood 

where they promote hemostasis. Although lacking a nucleus, platelets contain functional 

mitochondria. On activation, platelets produce extracellular vesicles known as 

microparticles. We hypothesized that activated platelets could also release their 

mitochondria. We show that activated platelets release respiratory-competent mitochondria, 

both within membrane-encapsulated microparticles and as free organelles. Extracellular 

mitochondria are found in platelet concentrates used for transfusion and are present at 

higher levels in those that induced acute reactions (febrile nonhemolytic reactions, skin 

manifestations, and cardiovascular events) in transfused patients. We establish that the 

mitochondrion is an endogenous substrate of secreted phospholipase A2 IIA (sPLA2-IIA), a 

phospholipase otherwise specific for bacteria, likely reflecting the ancestral proteobacteria 

origin of mitochondria. The hydrolysis of the mitochondrial membrane by sPLA2-IIA 

yields inflammatory mediators (ie, lysophospholipids, fatty acids, and mtDNA) that 

promote leukocyte activation. Two-photon microscopy in live transfused animals revealed 

that extracellular mitochondria interact with neutrophils in vivo, triggering neutrophil 

adhesion to the endothelial wall. Our findings identify extracellular mitochondria, produced 

by platelets, at the midpoint of a potent mechanism leading to inflammatory responses. 

 

2.4. Introduction 

 Platelets are small (2-4 mm) discoid anucleate cell fragments released by 

megakaryocytes  resent in the bone marrow.1 During this process, megakaryocytes transfer 

components to daughter platelets, including mRNA2 and microRNA,3 as well as 

cytoplasmic organelles, such as granules and mitochondria.4,5  

 Platelets are highly abundant in blood where they promote hemostasis.6 However, 

platelets are also activated in multiple inflammatory responses in which they participate via 

the liberation of their broad arsenal of mediators.7,8 On platelet activation, platelet 

cytoplasmic granules (α, dense, and lysosomes) fuse with the plasmamembrane leading to 

the release of granule contents into the extracellular milieu.9 Activated platelets also shed 

thrombotic and proinflammatory membrane vesicles termed microparticles (MPs).7 
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 Mitochondria are thought to be descendant of the Alphaproteobacterium Rickettsia 

prowazekii,10 and as a result, they can generate highly potent proinflammatory signals 

when present extracellularly.11-15 In blood circulation, platelets appear as a major reservoir 

of mitochondria. Although platelet mitochondria have been implicated in platelet activation 

and thereby thrombosis,16,17 whether platelets can release their mitochondria is unknown. 

We made the surprising observation that stimulated platelets relocatemitochondria toward 

the cellmembrane and then release respiratory-competent mitochondria into the 

extracellular milieu, both as free organelles and encapsulated within microparticles. 

Extracellularmitochondria are internalized by bystander leukocytes and, importantly, 

become a substrate for bactericidal secreted phospholipase A2, leading to the liberation of 

proinflammatory lipid mediators and mitochondrial DNA (mtDNA). Taken together our 

work identifies a novel mechanism by which platelets mediate inflammation, with 

considerable relevance to blood transfusion, and provides a potential explanation for the 

increased levels of extracellular mtDNA reported in blood in multiple pathologies.13,18,19 

 

2.5. Results 

2.5.1. Distribution of mitochondria in platelets 

Using fluorescence and TEM, we found that unactivated platelets contain an average of ~4 

mitochondria, frequently located in the vicinity of the plasma membrane (Figure 2-1A-C, 

Supplementary video 1 and Supplementary Figure 2-1A). Remarkably, a fraction of these 

mitochondria promptly localize in pseudopodia upon activation by thrombin, a serine 

protease that participates in blood coagulation (Supplementary video 2 and Supplementary 

Figure 2-1B).  

 

2.5.2. Activated platelets release functional mitochondria 

In addition to promoting release of granule contents,24 platelet activation triggers 

cytoplasmicmembrane budding and the shedding of submicron vesicles calledMPs.7,25 

Taking into account the localization of mitochondria in the vicinity of the cytoplasmic 

membrane, we hypothesized that mitochondria may be packaged withinMPs and form 

mitochondria-containing microparticles (mitoMPs).  



68 

 

 Mitochondria are recognized as the powerhouse of the cell, producing the energy 

(adenosine triphosphate) required for most metabolic reactions, mostly via oxidative 

phosphorylation.26 To determine whether platelets release mitochondria, we first evaluated 

specific mitochondrial O2 consumption, mediated by flux through complexes I to IV, using 

specific inhibitors of complexes I and III (roteonone and antimycin A, respectively). Unless 

mitochondria have been isolated and free in the milieu, permeabilization of the cytoplasmic 

membrane is necessary to allow the access of exogenous substrates added exogenously to 

stimulate mitochondrial respiration.27,28 To evaluate respiration by putative mitoMPs in 

platelet-free supernatants, we thus used an established permeabilization method for our 

assays.28 We found that the supernatant from activated platelets harvested by centrifugation 

(cell-free; supplemental Figure 2-2) consumes O2 (Figure 2-2A). In contrast, the 

supernatant from isolated resting platelets exhibited no detectable O2 consumption (Figure 

2A). Quite unexpectedly, significant O2 consumption was detected even in the absence of 

detergent (Figure 2-2A). These observations suggest that, in addition to active mitoMPs, 

platelets may also release respirationcompetent free mitochondria (freeMito) into the 

extracellular milieu (Figure 2-2B). 

 We next examined the presence of freeMitos and mitoMPs, using a series of 

quantitative and qualitative approaches. Using a monoclonal antibody directed against a 

specific mitochondrial outer membrane receptor (TOM22; supplemental Figure 2-3), we 

found intact freeMitos in the supernatants from thrombin-activated platelets, quantified by 

a PCR approach targeting mtDNA sequences (Figure 2-2C). TEM and confocal 

fluorescence microscopic analyses using fluorescent dyes to discriminate the plasma 

membrane and mitochondria further establish the production of freeMitos and mitoMPs by 

activated platelets (Figure 2-2D-E).  

 Whereas the transfer of organelles frommegakaryocytes to platelets is mediated by 

cytoskeleton components,4 we assessed whether the cytoskeleton is also involved in the 

extrusion of mitochondria from platelets. Using actin and tubulin polymerization inhibitors 

along with hs-FCM29 to resolve the submicron particle populations (ie, MPs, mitoMPs, 

and freeMitos; Figure 2-2B) produced by platelets, we observed that the release of 

mitochondria (freeMitos and mitoMPs) implicates actin and occurs independently of 
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microtubules (Figure 2-2F-G). Thus, via cytoskeletal contribution, activated platelets are a 

source of mitoMPs and respiration-competent freeMitos.  

 Thrombin is a highly potent agonist of platelet activation, and we next aimed at 

determining whether thrombin and other wellrecognized platelet stimuli (supplemental 

Figure 2-4A-B) promote the release of extracellular mitochondria. We found that all the 

platelet stimuli tested lead to the production of both mitoMPs and freeMitos (Figure 2-2H). 

Interestingly, freeMitos were found to fulfill the current structural definitions of 

conventionalMPs. In fact, freeMitos are smaller than intact platelets and have submicron 

dimensions and a membrane moiety (Figure 2-2F), providing an explanation for the 

recognized heterogeneity found among platelet-derived MPs.30 

2.5.3. Relevance of extracellular mitochondria in health  

The broad diversity of stimuli capable of promoting concomitant release of mitochondria 

and MPs points to the biological relevance of this phenomenon. We thus sought to 

determine whether mitochondria are released in vivo in sterile inflammatory pathologies 

where platelet MPs are known to be produced. Using hs-FCM, anti-TOM22 coprecipitation 

of mtDNA, and TEM, we could detect significant levels of extracellular mitochondria in 

synovial fluid from patients with RA (Figure 2-3A-C), consistent with the accumulation of 

platelet MPs29,31,32 and mtDNA33 reported in RA synovial fluid. For comparison, lower 

concentrations of extracellular mitochondria of platelet origin (CD411 mitoMPs) were 

measured in the synovial fluid of osteoarthritis patients (Figure 2-3A), a joint disease in 

which platelet MPs are also less abundant.31,32 Similar observations were made in 

bronchoalveolar lavage fluids from the experimental transfusion-related acute lung injury 

(TRALI) mouse model (supplemental Figure 2-5A-B). Although the identified CD411 

mitoMPs are very likely produced by platelets, damaged cells and activated mast cells are 

potential sources of freeMitos.11,12 We thus endeavored to confirm the platelet origin of 

extracellular mitochondria in a relevant biological context where platelets have been 

reported to release MPs ex vivo. Given their pivotal functions in hemostasis,34 platelet 

transfusion is frequently used to restore optimal platelet levels in thrombocytopenic 

patients. In contrast to red blood cell (RBC) concentrates, which are stored at ; 4°C for up 

to 42 days, platelet concentrates used for transfusion are stored at 20°C to 24°C. Adverse 

reactions (febrile nonhemolytic reactions [fever or chills], anaphylaxis, transfusion-related 
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sepsis, and TRALI) are more frequently observed with platelet than RBC transfusion.35,36 It 

is generally thought that this difference may be due to the presence of bacteria in platelet 

concentrates grown at permissive temperatures. From a phylogenetic view, mitochondria 

are thought to have originated from the endosymbiosis of alphaproteobacteria 

(Rickettsiales) during the early evolution of eukaryotic cells.37 We hypothesized that 

extracellular mitochondria (organelles that are lacking in RBCs) present in platelet 

concentrates might trigger adverse reactions similar to those observed with infectious 

agents. 

 We thus evaluated the presence of extracellular mitochondria in platelet 

concentrates used for human transfusion in the course of their conservation. As measured 

using the O2 consumption assay, as well as by TOM22 coprecipitation of mtDNA, hs-

FCM, and TEM, we demonstrate significant levels of freeMitos and mitoMPs in platelet 

concentrates (Figure 2-3D-G). In keeping with the coupling of O2 utilization with energy 

production, mitochondria present in MPs and free mitochondria in platelet concentrates 

display JC-1 dye aggregates, a cationic dye that accumulates in energized cell mitochondria 

(Figure 2-3H). Most importantly, we established that platelet concentrates that had been 

associated with adverse transfusion reactions in human recipients contain higher 

concentrations of extracellular mitochondria (Figure 3I). Thus, extracellular mitochondria, 

which have the alphaproteobacterium Rickettsia prowazekii10 as an ancestor, are present in 

platelet concentrates used for transfusion, particularly in those that triggered transfusion 

related incidents, and exhibit a significant degree of functionality. 

2.5.4. The mitochondrion is an endogenous substrate for the bactericidal secreted 

phospholipase A2-IIA 

What are the implications of the release of free mitochondria by platelets? Extracellular 

mitochondria are already well recognized as highly potent damage-associated molecular 

patterns (DAMPs), capable of mediating inflammation locally12,14 and systematically13,15 

through their bacteria-like components (ie, N-formylated peptides and mtDNA). In this 

study, we aimed to identify unprecedented roles for extracellular mitochondria in 

inflammation. The sPLA2-IIA, initially identified in platelets38 and present abundantly in 

this cellular lineage (Figure 2-4A), hydrolyzes the sn-2 acyl bond of glycerophospholipids, 
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resulting in the release of free fatty acids and lysophospholipids. sPLA2-IIA is found in 

plasma and is induced in chronic and acute inflammatory conditions.39 Although the 

promotion of host defense via bacterial membrane hydrolysis is an established function for 

this enzyme,39 sPLA2-IIA is only poorly active toward the plasma membrane of eukaryotic 

cells, including platelets,40 and its endogenous substrate in sterile inflammation has thus far 

remained unclear.  

 The ancestral similarities between bacteria and mitochondria10,37 prompted us to 

examine whether the mitochondrial membrane is susceptible to hydrolysis by sPLA2-

IIA.We observed that sPLA2-IIA binds mitochondria (Figure 2-4B-C), leading to the 

release of various lysophospholipids and free fatty acids (Fig 2-4D-E), and in so doing, 

severely affects mitochondrial structural integrity (Figure 2-4F). Similarly to bacteria, the 

mitochondrial genome is rich in unmethylated CpG motifs, a recognizedDAMP13 and 

which is found outside cells in multiple disorders.13,18,19 To determine whether 

mitochondrial digestion by sPLA2-IIA might lead tomtDNA release, we used confocal 

microscopy and an assay specifically designed to quantify soluble DNA. With this 

combination of approaches, we identified sPLA2-IIA as an enzyme capable of promoting 

the liberation of mtDNA (Figure 2-4G-H), Thus, the mitochondrion is an endogenous 

substrate of sPLA2-IIA, and its hydrolysis leads to the generation of recognized 

proinflammatory signals (arachidonic acid,41 lysophospholipids,42 and mtDNA13). Further, 

this result raises the possibility that a previously unrecognized function of sPLA2-IIA is to 

assist in the degradation of freeMitos released by platelets and potentially other cells. 

 

2.5.5. Extracellular mitochondria interact with neutrophils 

We next endeavored to identify a relevant cellular lineage that may be regulated by 

extracellular mitochondria. We found that fluorescent mitochondria intravenously injected 

in mice associate with neutrophils, a polymorphonuclear leukocyte cell lineage that plays 

key roles ininflammation43 (Figure 2-5A). Intravital investigations in mice using 2-photon 

microscopy demonstrated that extracellular mitochondria present in the bloodstream 

prompt neutrophil interactions with the vascular wall and rolling (Figure 2-5B; 

supplemental Movie 3). Using qualitative scanning electron microscopy, we found that 

extracellular mitochondria consistently lead human neutrophils to display striking 
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ultrastructural features, similar to pseudopodia (Figure 2-5C). Together, these observations 

suggest that extracellular mitochondria can interact with neutrophils, there by modulating 

the activities of the latter. 

 

2.5.6. Inflammation is amplified by the combined action of extracellular mitochondria 

and sPLA2-IIA 

To address the possibility that the combination of sPLA2-IIA and mitochondria might 

trigger activities other than those induced by either mitochondria or sPLA2-IIA alone, we 

assessed whether sPLA2-IIA and extracellular mitochondria could associate together with 

neutrophils. Interestingly, fluorescent sPLA2-IIA and exogenously labeled mitochondria 

rapidly associate with human neutrophils and colocalize intracellularly (Figure 2-6A-B) 

through dynamin, clathrin, and caveolin-dependant endocytosis (Figure 2-6C; supplemental 

Figure 6). Arachidonic acid (20:4, n-6) liberated by sPLA2-IIA may contribute to the 

biosynthesis of inflammatory eicosanoids such as leukotrienes by neighboring leukocytes.41 

To determine whether the association of mitochondria, sPLA2-IIA, and neutrophils might 

promote cell activation, we measured the release of leukotriene B4 (LTB4) by neutrophils. 

We found that neutrophils produce copious amounts of LTB4 when both extracellular 

mitochondria and sPLA2-IIA are present (Figure 2-6D). Importantly, such LTB4 

production is strictly dependent on sPLA2-IIA catalytic activity because it takes place even 

in presence of the cPLA2a inhibitor pyrrophenone, and it is not observed when a 

catalytically inactive sPLA2-IIA mutant form is used (Figure 2-6D; supplemental Figure 7). 

 Platelets are implicated in the activation of neutrophils and participate in the 

formation of neutrophil extracellular traps (NETs),44 a recognized feature found in RA and 

transfusion adverse reactions like TRALI.45,46 Interestingly, freeMitos are also NET 

inducers, a phenomenon that isamplified in the presence of sPLA2-IIA (Figure 2-6E). 

Consistent with their recognized proinflammatory potency, the different hydrolytic 

products derived from sPLA2-IIA activity (arachidonic acid, lysophospholipids, and 

mtDNA) are all highly potent at inducing NETosis (Figure 2-6E). Thus, the sPLA2-IIA/ 

mitochondria complex associates with neutrophils and promotes cellular activation that is 

dependent on sPLA2-IIA activity. 
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 We next examined the significance of this pathway in the inflammatory response in 

vivo. In this set of experiments, we used C57BL/6J mice (which naturally lack sPLA2-IIA) 

to evaluate whether mitochondrial hydrolytic products are active. Consistent with our in 

vitro observations, we found that the products derived from freeMitos via human 

recombinant sPLA2-IIA activity promote a rapid, significant decrease of body temperature 

(Figure 2-7A) and induce proinflammatory cytokine release when injected in sPLA2-IIA–

deficient mice (Figure 2-7B). Conversely, intact freeMitos injected in these mice elicited 

only a modest response, confirming that freeMitos can trigger an inflammatory response 

that is dependent on hydrolysis by sPLA2-IIA. To determine whether endogenous sPLA2-

IIA can produce mediators from freeMitos in vivo, we examined the effect of intact 

freeMitos injected in transgenic C57BL/6J mice expressing sPLA2-IIA. Interestingly, we 

found that the latter treatment induced a delayed but albeit significant lowering of body 

temperature (Figure 2-7A), suggesting that the endogenous sPLA2-IIA expression is 

sufficient to promote inflammatory reactions.To determine whether freeMitos can modulate 

physiological processes in discrete organs, we evaluated their localization on injection via 

tail vein. We observed that the bulk of injected freeMitos accumulate in the liver, kidney, 

lungs, and lymph nodes (supplemental Figure 8A). Consistent with the concomitant 

localization of sPLA2-IIA (supplemental Figure 8B) and neutrophils47 in the liver, freeMito 

accumulation in this organ triggers the expression of a broad variety of proinflammatory 

genes recognized as relevant to neutrophil functions (Figure 2-7C). Our observations 

demonstrate that the combined activity of extracellular mitochondria and sPLA2-IIA 

generates inflammatory signals in vivo. 

2.6. Discussion 

Mitochondrial components secreted from cells might act as autopathogens, a term first 

coined by Zhang and colleagues.11 Owing to their numerous similarities to bacteria, 

extracellular mitochondria can stimulate the immune system and thereby trigger 

inflammation. Indeed, cell-free mtDNA levels are increased in blood in several pathologies 

and can be used as potent biomarker. Our study establishes that platelets can release 

functional mitochondria (free or shuttled via MPs), which can be transferred to other cells 

such as neutrophils. 
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 The concentration of sPLA2-IIA is increased in inflammatory exudates, such as in 

the plasma of septic shock patients and RA synovial fluid.48,49 Consistently, the sPLA2-IIA 

expressing transgenic mice used in our study20 display higher levels of plasma sPLA2-IIA 

and develop accelerated blood vessel inflammation and autoimmune arthritis.49,50 Although 

sPLA2-IIA is a bactericidal enzyme that has been studied for decades, its endogenous 

substrates in sterile inflammation were thought to be limited to dying cells51 and MPs.52 

Our study identifies mitochondria as an overlooked source of biologically active mediators 

that can be liberated via sPLA2-IIA. In addition to arachidonic acid conversion to 

eicosanoids,41 other lipid mediators may also promote inflammation (Figure 2-7D). 

Lysophospholipids are released through sPLA2-IIA activity toward the mitochondrial 

membrane and can trigger inflammation.39,42 In the context of platelet transfusion, 

lysophospholipid levels accumulate in platelet concentrates during storage53 and promote 

adverse effects.54 It is thus highly plausible that these lysophospholipids are in fact derived 

from sPLA2-IIA activity, which is also abundant in platelet concentrates (supplemental 

Figure 9A), toward extracellular mitochondria. Beyond the release of lipid mediators, 

sPLA2-IIA also participates in the extrusion of mtDNA (Figure 2-4F-H). This process 

may occur in an inflammatory microenvironment where sPLA2-IIA and freeMitos 

(originating from platelets, mitoMPs, or other activated/damaged cell lineages) are both 

present, such as in RA,49 as well as in the context of transfusion. Indeed, soluble mtDNA 

concentrations in platelet storage bags increase concomitantly with sPLA2-IIA levels 

(supplemental Figure 9A-B) and are higher in concentrates associated with adverse 

transfusion reactions (Figure 2-3I). Because intravenous injection of mtDNA triggers 

lung inflammation,13 this may provide insight into how platelet transfusions induce lung 

injury. 

 Mitochondrial components that are not dependent on sPLA2-IIA activity might also 

contribute to the promotion of inflammation. Respiratory competence displayed by platelet-

derived mitochondria implies an increased production of ATP, a recognized DAMP,55 as 

well as an upsurge in extracellular reactive oxygen species, which are danger signals also.56 

Similar to bacteria, mitochondria express N-formylated peptides that can recruit leukocytes 

to the site(s) of inflammation.12,57 The presence of these different inflammatory 

components, whose production does not require sPLA2-IIA, may explain how intravenous 
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injection of mitochondria induce neutrophil rolling along the vascular wall (Figure 2-5B; 

supplemental Movie 3), which is typically reminiscent of neutrophil priming, and how 

intact mitochondria may induce significant NETosis (Figure 2-6E).  

 Although we focused our study on innate and acute inflammatory responses 

triggered by extracellular mitochondria, the latter may also be involved in adaptive immune 

responses and chronic inflammation. Indeed, the generation of antibodies directed against 

mitochondrial components may occur in chronic rheumatic diseases in which mitochondria 

are constantly liberated by activated platelets and in patients repeatedly transfused with 

extracellular mitochondria. Interestingly, cardiolipin, a phospholipid uniquely expressed by 

mitochondria (and bacteria), may be also highly antigenic, providing an explanation for the 

prevalence of anticardiolipin in rheumatic diseases implicating platelets such as systemic 

lupus erythematosus and antiphospholipid syndrome.58 We predict that future 

investigations will determine to what extent mitochondria contribute in these processes. 

 Platelet activation under flow condition induces the formation of long tubes, called 

flow-induced protrusions, and the plasma of healthy subjects contains tubular extracellular 

vesicles. We thus foresee that these tubular structures might also express mitochondria.59,60 

Keeping in mind that platelets rapidly respond to vascular injuries to prevent bleeding and 

that mitochondria might also be released in this context, we further speculate that 

extracellular mitochondria could contribute to the hemostatic functions of platelets. Like 

MPs, mitochondria might serve to tissue factor deposition and to the initiation of the 

coagulation cascade, which is by itself a well-controlled inflammatory reaction.61 

Subsequent studies will undoubtedly uncover additional physiological role(s) played by 

extracellular mitochondria.  

 Platelets are classically considered first and foremost as key players in hemostasis. 

However, mounting evidence suggests that these cells actively participate in inflammation.8 

The identification of mitochondria, with their bacterial ancestry, and of a bactericidal 

phospholipase A2, sPLA2-IIA, as entities that are released from platelets and that work 

together in many inflammatory disorders suggests that they may both be key mediators in 

sterile inflammatory conditions. 
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2.7. Materials and Methods 

More details are presented in supplementary materials and methods section. 

 

2.7.1. Mice  

All studies were approved by the institutional review board protocol (Centre Hospitalier 

Universitaire de Québec, Université Laval). Guidelines of the Canadian Council on Animal 

Care were followed in a protocol approved by the Animal Welfare Committee at Laval 

University. For our studies, we used for 6- to 10-week-old male mice (C57BL/6N and 

BALB/c; Charles River). For in vivo experiments in which secreted phospholipaseA2 IIA 

(sPLA2-IIA) contribution is evaluated, we used C57BL/6J (Jackson Laboratories) and 

sPLA2-IIA–sufficient mice as previously reported.20 

 

2.7.2. Cells and human fluid preparation  

Blood was obtained from healthy human volunteers (citrate as anticoagulant) under an 

approved institutional review board protocol (CRCHUQ; Université Laval) and in 

accordance with the Declaration of Helsinki. Platelets, platelet MPs (96% of them 

expressing CD41), and human polymorphonuclear leukocytes were prepared as previously 

described.21 Platelet-free plasma (PFP) was obtained from platelet storage bag preparations 

as previously reported.22 Briefly, leukoreduced platelet concentrates were prepared from 6 

healthy blood donors and incubated for 5 days at 20°C to 24°C with agitation. PFP samples 

were obtained on days 0, 1, and 5 and were monitored immediately after collection 

(without freezing). An increase in platelet P-selectin expression was, 2% during total 

storage time (day 1 vs day 5). Synovial fluids of rheumatoid arthritis (RA) and 

osteoarthritis patients were obtained from volunteers under the approval of the institutional 

review board protocol (Brigham and Women’s Hospital) and were used to assess 

mitochondria-containing MPs (mitoMPs). The freshly obtained synovial fluid of RA 

patients (supplemental Table 1) was cleared of leukocytes by centrifugation at 1900g for 30 

minutes at 4°C. 

2.7.3. Isolation of mouse liver mitochondria  

Mitochondria were isolated from the liver of C57BL/6N mice with the Qproteome 

mitochondria isolation kit (QIAgen) according to the manufacturer’s protocol. The 
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mitochondria pellet was resuspended in Tyrode Buffer pH7.4 (134 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 

0.34 mM Na2HPO4, 12 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 5 mM glucose and 

0.5 mg/ml BSA), labeled with MitoTracker Deep Red (100 nM, Invitrogen) and counted 

by flow cytometry on a BD FACS Canto II SORP small particle option.  

 

2.7.4. High sensitivity flow cytometry (hs-FCM) configuration 

A forward scatter (FSC) coupled to a photomultiplier tube (PMT) “small particles option” 

(FSC-PMT) (rather than the usual diode) with a 488 nm solid state, 100 mW output blue 

laser (rather than the conventional 20 mW), a 633 nm HeNe, 20 mW output red laser and a 

405 nm solid state diode, 50 mW output violet laser were mounted on the BD FACS Canto 

II Special Order Research Product used for all our studies (BD Biosciences). The chosen 

parameters were optimal to detect particles from 100 to 3,500 nm simultaneously on the 

FSC-PMT.  

 

2.7.5. Platelet stimulation  

Platelets were labeled with MitoTracker Deep Red and PKH67 Green Fluorescent Cell 

Linker as described above. Platelets were washed, and then were left non-activated or 

activated using heat-aggregated IgG (HA-IgG) 1 mg/ml; thrombin 0.5 U/ml; collagen 

5 g/ml; CRP-XL 1 g/ml or PMA 100 nM for 4 h at RT. Platelets (20 l) were then 

diluted into 500 l of PBS and analyzed by flow cytometry. For extracellular mitochondria 

release experiments, platelets were treated with cytochalasin E (4 M, Cayman Chemical), 

latrunculin A (10 M, Cayman Chemical) or 5 M nocodazole (5 M, Sigma-Aldrich). To 

process the data quantitatively, 100,000 polystyrene microsphere (15 m diameter) 

(Polysciences) were added to each tube, and 1,000 microspheres were acquired. The 

included MitoTracker+ and/or PKH67+ events were portrayed as FSC-PMT versus side 

scatter (SSC) graph, and the relative dimensions were displayed according to the 

acquisition of Sky Blue microspheres of mean diameter of 90, 220, 450, 840 and 3,200 nm 

(Spherotech). 
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2.7.6. Mitochondrial activity 

Oxygen consumption was measured with mitochondrial preparations (final concentration of 

0.15 mg protein/ml) using a temperature-controlled polarographic O2 monitoring system 

with 1 ml chambers (Rank Brothers Ltd). Temperature was maintained at 37°C by a 

circulating refrigerated water bath (Haake G8, Polyscience). The oxygen probes were 

calibrated with air-saturated reaction buffer and corrected for temperature and atmospheric 

pressure. All components were dissolved in reaction buffer (140 mM KCl, 20 mM HEPES 

and 5 mM K2HPO4, pH 7.3 with 0.5% fatty acid free bovine serum albumin), except 

rotenone and antimycin A that were dissolved in 95% ethanol.  

Oxygen consumption due to flux through complexes I-IV was estimated from rates of 

pyruvate + malate + succinate oxidation (3.45 mM. 0.37 mM and 6 mM) in the presence of 

5 mM ADP and corrected for residual rates after inhibition of complex I by rotenone 

(1 µg/ml final concentration) and complex III by antimycin A (5 μg/ml final concentration). 

Preliminary experiments showed that 5 mM adenosine diphosphate was sufficient to 

maintain state 3 rates for the time required for the complete series of measurements. 

Preliminary experiments also established optimal substrate and inhibitor concentrations for 

these measurements from platelet mitochondria. 

Mitochondria membrane potential was performed as described in the JC-1 Mitochondrial 

Membrane Potential Detection Kit protocol (Cayman Chemical). Platelet supernatant was 

incubated with JC-1 (1/10) as recommended by the manufacturer and with 5 l of anti-

CD41a-APC (BD Biosciences) for 30 min at 37C. Samples were diluted and analyzed 

using hs-FCM. 

 

2.7.7. Air pouch model 

The air pouch model was performed on C57BL/6N mice as previously reported.23 Briefly, 

sterile air was subcutaneous injected on days 0 and 3. Tumor necrosis factor-α (50 ng) was 

injected into the pouch on day 6. On day 7, mitochondrial membrane hydrolysis products 

(100 mL of 5x108 mitochondria treated with sPLA2-IIA), diluent (PBS), sPLA2-IIA, or 

mitochondria alone were injected in the air pouch. After 4 hours, the air pouch was washed 

with 1.2 mL PBS. Cytokines were quantified using the BD Cytometric Bead Array System 
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(BD Biosciences) by flow cytometry on a BD FACS Canto II and analyzed using FCAP 

Array Software (version 3.0). 
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2.11. Figures 

 

 
 

 

 

 

Figure  2-1. Mitochondrial distribution within resting platelets.  

Mitochondria (black arrows) in resting platelets examined by (A) transmission electron 

microscopy (TEM) and (B) confocal scanning laser microscopy (CSLM). (C) Mitochondria 

are located proximally to the platelet plasma membrane (n=31; data represent the mean  

SEM, ***P0.0001, t-test).  

 

 



86 

 

 

  



 

87 

 

Figure  1-2. Activated platelets release extracellular mitochondria.  

(A) Platelet-free supernatants resulting from the isolation of thrombin-activated platelets 

consume O2 via the electron transport chain following cell permeabilization with saponin 

detergent (50 g/ml). No O2 consumption is detected in supernatants obtained from resting 

platelets (n=4; data are mean  SEM). (B) Three predicted types of extracellular 

microparticles (MPs) produced upon platelet activation: mitochondria (freeMitos), 

mitochondria-containing MPs (mitoMPs) and MPs lacking mitochondria (MPs). (C) 

Isolation of freeMitos using anti-TOM22 microbeads (or IgG control) in thrombin-

stimulated platelets and mitochondrial DNA (mtDNA) quantification (n=4; data are mean  

SEM, **P0.005, t-test). (D) TEM visualization of freeMitos (white arrows), mitoMPs 

(black arrows) and MPs (black arrowheads) released from thrombin-activated platelets. (E) 

3D-CSLM reconstruction of the supernatant of thrombin-activated platelets. Populations 

represented in image are platelets (black arrow), MPs (white arrows), mitoMPs (white 

arrowheads) and freeMitos (black arrowheads). (F) High-sensitivity flow cytometry (hs-

FCM) analysis of resting platelets (upper panel, top right quadrant) and thrombin-activated 

platelets, which show 3 additional, distinct populations of particles, i.e. freeMitos (bottom 

panel, top left quadrant, blue), mitoMPs (bottom panel, top right quadrant, pink) and 

mitochondria-free MPs (bottom panel, bottom right quadrant, red). Bottom left quadrant of 

both upper and lower panel represent background noise (gray). FSC-PMT and SSC dot 

plots of platelets (first right panel) and 3 populations of microparticles, freeMitos (second 

right panel), mitoMPs (third right panel) and MPs (fourth right panel). The relative 

diameters are presented according to size-defined microsphere calibrations. (G) Release of 

freeMitos (left panel), mitoMPs (middle panel) and MPs (right panel) from thrombin-

activated platelets require intact actin microfilament dynamics. Mitochondrial release is 

significantly reduced upon addition of actin inhibitors (cytochalasin B, D, E and latrunculin 

A), but not tubulin polymerization inhibitor (nocodazole) (n=4; data are mean  SEM, 

*P0.05, **P0.005 and ***P0.001, t-test). (H) Heat-aggregated IgG (HA-IgG), 

thrombin, collagen, cross-linked collagen related peptide (CRP-XL) and phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) trigger the release of extracellular freeMitos (left panel), 

mitoMPs (middle panel) and MPs (right panel) quantified by hs-FCM (n=4; data are mean 

 SEM. *P0.05, **P0.005 and ***P0.001 vs. supernatant from resting platelets, t-test).  
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Figure 2-3. Extracellular mitochondria are present in various situations where 

platelets are known to be activated.  

(A) Platelet mitoMPs (CD41+MitoTracker+) are found in higher concentrations in the 

synovial fluid of rheumatoid arthritis patients (RA, n=20) than in the synovial fluid of 

osteoarthritis patients (OA, n=14; data are mean  SEM, *P0.05, Mann Whitney test). (B) 

FreeMitos are detected in fresh SF of RA patients. Isolation of freeMitos in RA SF (from 3 

different patients) with anti-TOM22 microbeads (or control IgG, Supplementary Figure 3) 

and mtDNA quantification. (C) TEM imaging of a freeMito (left panel) and a mitoMP 

(right panel) from fresh RA SF. (D) O2 consumption is observed in platelet-free plasma 

(PFP) obtained at the indicated time intervals from platelet storage bags. (E) Isolation of 

freeMitos (Supplementary Figure 3) in PFP along with mtDNA quantification reveals an 

abundance of freeMito at day 5 (n=6; data are mean  SEM, *P0.05 vs. day 0, paired t-

test). (F) High-sensitivity flow cytometry (hs-FCM) analysis and quantification of 

freeMitos (left panel), MitoMPs (middle panel) and CD41+MPs do not contain 

mitochondria (right panel) from platelet storage bags at different day (0, 1 and 5). n=6, data 

are mean  SEM, *P0.05 vs. day 0, paired t-test. (G) TEM imaging of PFP collected on 

day 5 confirming the presence of freeMitos (left panel) and mitoMPs (right panel). (H) 

Mitochondrial membrane potential is detected in freeMitos and mitoMPs collected from 

PFP, as measured by a JC-1 assay using hs-FCM (red to green ratio) (n=5; data are mean  

SEM). (I) Extracellular mitochondria (as detected by mtDNA quantification) are found at 

higher concentration in PFP of platelet storage bags that have cause adverse transfusion 

reaction to the recipient (no adverse reaction group (n=61) vs adverse reaction group 

(n=74) matched in term of storage duration; data are mean  SEM, ***P0.001, t-test). 

Adverse reaction measured include mainly febrile non-hemolytic reactions, skin 

manifestations such as itching or skin rash and cardiovascular events such as hypotension 

or tachycardia.   
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Figure 2-4. The mitochondrion is a substrate for the bactericidal secreted 

phospholipase A2-IIA (sPLA2-IIA).  

(A) Quantification of sPLA2-IIA in human platelets by time-resolved immunofluorescence 

(n=3; data are mean  SEM). (B) sPLA2-IIA immunoblotting of mitochondria isolated with 

anti-TOM22 microbeads reveals binding of human recombinant sPLA2-IIA to mitochondria 

(Supplementary Figure 3). (C) Mitochondria were incubated in the absence (left panel) or 

presence (right panel) of Alexa488-conjugated sPLA2-IIA and analyzed by hs-FCM. The 

significant shift in the fluorescent population size (right panel) indicates that sPLA2-IIA 

binds mitochondria. (D, E) Catalytic activity of human recombinant sPLA2-IIA (or PBS as 

vehicle) towards mitochondria. Mitochondrial membrane phospholipid hydrolysis by 

sPLA2-IIA yields lysophospholipids (D) and fatty acids (E) as quantified by mass 

spectrometry. (F) sPLA2-IIA affects mitochondrial structural integrity. Scanning electronic 

micrographs of mitochondria incubated in the absence (left panel) or presence (right panel) 

of human recombinant sPLA2-IIA. (G) Mitochondria (magenta) release mtDNA (blue) 

upon incubation with recombinant sPLA2-IIA (upper panels). Extracellular mtDNA 

accumulation (arrow) is apparent in the presence of sPLA2-IIA. Differential interference 

contrast images are shown for reference (lower panels). (H) mtDNA extrusion is amplified 

in presence of human recombinant sPLA2-IIA (0.2 g/ml, 30 min at 37C), as quantified by 

Sytox Green nucleic acid stain assay  (n=6; data are mean  SEM, *P0.05, t-test).  
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Figure  2-5. Extracellular mitochondria interact with neutrophils.  

(A) Intravenously injected fluorescence-labeled mitochondria (MitoTracker Deep Red) 

associate with mouse neutrophils (Gr1+ cells) in vivo as measured by flow cytometry (n=6; 

data are mean  SEM, ***P0.001, t-test). (B) Intravenous injection of mitochondria 

induces neutrophil rolling in LysM-eGFP mice. Neutrophil (green) velocity is significantly 

reduced (middle and right panel (n=89), Supplementary video 3) in blood (red) following 

intravenous injection of mitochondria when compared to Tyrode Buffer as vehicle (left 

panel (n=51), data are mean  SEM, ***P0.001, t-test) (C) Scanning electronic 

micrographs of mitochondria in association with freshly isolated human neutrophil (left 

panel) and ensuing neutrophil structural change (29.2  2.11%, n=3) after 30 min 

incubation in presence of human recombinant sPLA2-IIA (right panel).  
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Figure 2-6. The interaction of human neutrophils with the mitochondria/sPLA2-IIA 

complex promotes the release of proinflammatory mediators.  

 

(A) Human neutrophils associate with the mitochondria/sPLA2-IIA complex in vitro as 

measured by flow cytometry analysis of human neutrophils incubated with fluorescently-

labeled mitochondria (MitoTracker Deep Red) in the absence (left panel) or presence 

(right panel) of Alexa488-conjugated sPLA2-IIA. (B) 3D-CSLM reconstruction of 

mitochondria (red) and sPLA2-IIA (green) colocalizing within neutrophils (blue nuclei, 

Hoechst stain and gray cytoplasm, CMPTX). (C) Mitochondria are internalized in human 

neutrophils via an endocytosis-dependent pathway. Graph bars representation of the 

relative localization (surface vs intracellular) of the mitochondria inside neutrophils 

following pre-treatment with indicated inhibitors (nystatin for inhibition of caveolin-

mediated endocytosis; chlorpromazine for inhibition of clathrin-mediated endocytosis; 

dynasore for inhibition of dynamin-mediated endocytosis; nocodazole for inhibition of 

polymerization of microtubule (endocytosis and phagocytosis); cytochalasin B for 

inhibition of polymerization of actin (endocytosis and phagocytosis)). Data were obtained 

from 100 neutrophils per condition repeated 3 times (n=3, *P<0.01, **P <0.001, ***P 

<0.0001, Mann Whitney test compare to diluent). (D) Mitochondrial hydrolytic products 

derived from the action of the mitochondria/sPLA2-IIA complex (Figure 4D,E) induce 

proinflammatory responses in human neutrophils. The total 5-lipoxygenase products (5-LO 

products) were quantified by high-performance liquid chromatography (n=4; data are mean 

 SEM, **P0.005, vs. control, t-test). (E) The freeMito fraction induces NET formation in 

vitro and is enhanced by sPLA2-IIA. NET formation (left panel, DNA, blue, white dotted 

line) was confirmed by confocal imaging after treatment of mitochondria (red, right panel) 

with sPLA2-IIA. sPLA2-IIA significantly enhances NET formation by mitochondria (upper 

right panel, n7; data are mean  SEM, *P0.05 and **P0.005, t-test). Hydrolysis 

products from mitochondria/sPLA2-IIA complex activity also induce significant NET 

formation (lower right panel, n3; data are mean  SEM, **P0.005 and ***P0.001, t-

test). 
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Figure 2-7. Extracellular mitochondria and sPLA2-IIA amplify inflammation in vivo.  

 

(A) Intravenous injection of mitochondrial hydrolytic products (sPLA2-IIA-treated 

mitochondria, black triangle) in sPLA2-IIA-deficient mice significant lowers body 

temperature ( temperature, vs. PBS-injected mice of respective background) after 4 h 

(n=6/group; data are mean  SEM, **P0.005 compared to sPLA2-IIA-untreated 

mitochondria (■) or sPLA2-IIA alone (●)). Intravenous injection of mitochondria (sPLA2-

IIA-untreated, □) in sPLA2-IIA-sufficient mice results significantly lowers body 

temperature after 24 h. Only modest temperature decrease was observed in sPLA2-IIA-

untreated mitochondria (■) in sPLA2-IIA deficient mice (n≥3/group; data are mean  SEM, 

**P0.005). (B) sPLA2-IIA-generated mitochondrial products trigger inflammation in vivo. 

Mitochondria incubated in the presence of recombinant sPLA2-IIA and injected into the air 

pouch of C57BL/6N mice induce the production of IL-1 (left panel) and IL-6 (right 

panel). Diluent (PBS), sPLA2-IIA alone or untreated mitochondria induce modest cytokine 

production when injected separately (n=7; data are mean  SEM, **P0.005, compared to 

mitochondria incubated in the absence of sPLA2-IIA). (C) Mitochondria accumulation in 

the liver induces numerous proinflammatory genes that are amplified in the presence of 

endogenous sPLA2-IIA. Messenger RNA expression of inflammatory genes relevant to 

neutrophil function was quantified in the liver of sPLA2-IIA-sufficient and -deficient mice 

intravenously injected with mitochondria (n=3 per group; data expressed as the ratio of 

specific mRNA expression ratio (sPLA2-IIA-sufficient/-deficient mice). (D) Schematic 

representation of the mechanism of action of extracellular mitochondria and sPLA2-IIA in 

sterile inflammatory conditions. Upon activation, platelets release MPs, mitoMPs and 

freeMitos. Mitochondrial membrane phospholipids may be hydrolyzed by sPLA2-IIA, 

generating bioactive mediators (fatty acids, lysophospholipids and mtDNA) and promoting 

neutrophil proinflammatory responses.  
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2.12. Supplementary informations 

2.12.1. Supplementary materials and methods 

2.12.1.1. Isolation and quantification of free mitochondria  

Free mitochondria were isolated from diverse samples with anti-TOM22 microbeads kit 

(Miltenyi Biotec) with a minor modification. The initial step consisting of cell lysis was 

omitted since only soluble free mitochondria were targeted for isolation. Free mitochondria 

were subsequently isolated via magnetic field. Mitochondrial DNA was extracted from 

eluted anti-TOM22 processed samples with the QIAamp DNA Micro extraction kit 

(QIAgen) according to the manufacturer’s protocol and quantified by real-time quantitative 

PCR (Rotor Gene-3000, QIAgen) with the Rotor-Gene Probe PCR kit (QIAgen). Primers 

and probes (Integrated DNA Technologies) were used for specific amplification of human 

(forward 5’-ACGCCTGAGCCCTATCTATTA-3’, reverse 

5’-GTTGACCTGTTAGGGTGAGAAG-3’ and probe 

5’-/56-FAM/TGACAAGCG/ZEN/CCTATAGCACTCGAA/3IABkFQ/-3’) and mouse 

(forward 5’-GGAACAACCCTAGTCGAATGAA-3’, reverse 5’-GCTAGGGCCGCGA-

TAATAAA-3’ 5'-/56-FAM/ACAAAGCCA/ZEN/CCTTGACCCGA-TTCT/3IABkFQ/-3' 

mitochondrial DNA. The qPCR cycling condition consisted of an initial step of 95C for 3 

min followed by a two-step amplification of 95C for 3 s and 60C for 10 s (40 cycles). 

Mitochondrial DNA extracted from platelet was used for generation of standard curve.   

 

2.12.1.2. Mitochondrial DNA quantification in platelet concentrates associated with 

acute transfusion reactions  

Of the 10,600 apheresis platelet concentrate transfusions performed over 2 consecutive 

years, 30 platelet concentrates were associated to Acute Transfusion Reactions (ATRs). 

Only severe cases were considered in our study, Grade 3 of the International Society Blood 

Transfusion (ISBT) scale. Symptoms were mainly febrile non-hemolytic reactions (42% of 

ATRs), skin manifestations such as itching or skin rash (38% of ATRs) and cardiovascular 

events such as hypotension or tachycardia (20% of ATRs). Recipients were women in 53% 

of cases and mean age was 47.3 ± 10.5 years. All platelet concentrate collections were 

subjected to quality control to ensure their consistency and their conformity with French 

and European standards (EDQM, 16th Edition, 2010). Several parameters were assessed 



 

99 

 

including volume (mean volume = 419 ± 30ml), mean platelet count (5.6 ± 0.6 × 1011 

platelets/bag), mean residual leukocyte count (0.095 ± 0.087 × 106 leukocytes/bag) and 

mean pH (7.3 ± 0.1).1 MtDNA quantification in the platelet concentrates (ATR vs. matched 

controls storage duration) was performed by qPCR as described above. 

 

2.12.1.3. Transmission electron microscopy and determination of relative position of 

mitochondria within platelets 

Platelets and platelets MPs (freshly obtained and never frozen) were fixed in 2.5% 

glutaraldehyde for 30 min at room temperature (RT) then stored at 4C until paraffin 

inclusion. Samples were stained and analyzed on a FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN 

transmission electron microscope at 80kV. 

Relative positioning was calculated using a custom made macro for NIH ImageJ. Each 

platelet contour was drawn with the free hand tool to calculate their centroid, which was 

subsequently marked on the picture as a landmark. Minimum and maximum radii of the 

platelet were then measured using the line tool. Centroids were also determined for each 

mitochondria and marked on the microphotograph. The distance between the platelet 

centroid and the mitochondria centroids was measured as well as the shortest distance 

between the mitochondria centroids and the plasma membrane. 

 

2.12.1.4. Scanning electronic microscopy imaging  

Samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde for at least 24h then processed for standard 

dehydration. Briefly, samples were first washed (3 x 10 min) with sodium cacodylate buffer 

(0.1M, pH 7.3) then fixed with osmium tetroxide (1% in sodium cacodylate buffer) for 90 

min. Samples were washed again (3 x 10 min) in sodium cacodylate buffer and 

subsequently processed for alcohol dehydration steps (50, 70, 95 and 100% EtOH, 10 min 

each steps). Samples were then dipped in 100% EtOH for 40 and 10 min respectively, and 

air-dried overnight. Samples were then coated with palladium and observed with a JEOL 

6360LV scanning electron microscope (Tokyo, Japan). 
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2.12.1.5. Live cell imaging of platelet activation and confocal immunofluorescence 

microscopy 

Mitochondrion staining was performed on isolated platelets (108 cells/ml) in the presence 

of MitoTracker Green FM or Deep Red FM (100nM, Invitrogen) incubated for 45 min at 

37C. Cell membrane staining was achieved with the addition of wheat germ agglutinin 

(WGA) Alexa Fluor 594-conjugate (5 g/ml, Invitrogen) or PKH67 Green Fluorescent Cell 

Linker (0.75 M, Sigma-Aldrich) that was added 15 min before the end of incubation. Cells 

for live cell imaging were incubated in 8 well-chamber slides and maintained at 22C 

within a top-stage incubator (Tokai Hit ZILC-F1) during the entire acquisition. Single plane 

of platelets were acquired every 20 s for 105 min. 

For confocal immunofluorescence microscopy, resting labeled cells were immediately fixed 

with 2% paraformaldehyde (PFA) for 5 min at RT and smeared on a Superfrost Plus glass 

slide (Fisher Scientific). Fluoromount (Sigma-Aldrich) was added as mounting agent. For 

activated platelets,  platelets were stimulated with 0.5 U/ml of thrombin for 2 h at RT. The 

supernatant of activated platelets was labeled with anti-CD41-V450 and MitoTracker 

Deep Red FM (100nM) for 30 min at RT in the dark. The reaction was stopped with PFA 

2% fixation and sample was smeared on a Superfrost Plus glass slide. Fluoromount was 

added and samples were then analyzed by confocal laser scanning microscopy. Confocal 

laser scanning microscopy was performed with an IX81-ZDC microscope equipped with a 

FV1000 scanning head and an Olympus 60X OSC NA 1.4 objective lens. Confocal images 

were acquired by sequential scanning with the 488nm, 546nm and 633nm laser lines, and 

the variable bandwidth filters were set optimally according to the spectral properties for 

MitoTracker Green FM and WGA Alexa Fluor 594-conjugate. The Fluoview imaging 

software ASW3.1a (Olympus America Inc) was used to acquire and export the z-stacks. 

Maximum intensity projections and volume rendering were calculated using the Surpass 

module in Bitplane Imaris 7.5.1 (Zurich, Switzerland). Colocalization analysis was 

performed with the Bitplane Imaris 7.5.1 colocalization module using the Costes’ 

estimation for automatic threshold, which compares the Pearson’s coefficient for non-

randomized vs. randomized images and calculates the significance.2 Colocalization channel 

of mitochondria with sPLA2-IIA was generated for visual representation, and Pearson’s 

coefficients were calculated.  
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2.12.1.6. Internalization of mitochondria by human neutrophils.  

Neutrophils (5x106cell/ml) were labeled with CMPTX (1 M, Invitrogen) for 15 min at 

37°C in HBSS1X. Neutrophils were pre-treated with 1 µM final of cytochalasin B (Sigma), 

10 µM of nocodazol (Sigma), 50 µM of dynasore (Sigma), 10 µg/ml of nystatin (EMD 

milipore), and 40 µM of chlorpromazine (LKT Laboratories) for 10 min at 37°C. Cells 

were then incubated for 30 min at 37°C in presence of 5x105 mitochondria/µl (labeled with 

100 nM final of MitoTracker Deep Red, Invitrogen). Cells were then labeled with 

Hoestch (1 µg/ml) fixed in 2% PFA, cytospined at 500 RPM for 3 min. Mitochondrial 

internalization in human neutrophils was then evaluated by confocal microscopy. 

 

2.12.1.7. Multiphoton microscopy and leukocyte speed quantification 

Heterozygous LysM-eGFP knock-in mice3 were anesthetized with 2-3% isoflurane in O2, 

hairs from their right ear were removed using depilatory cream (Nair®) and the ear was 

held in place with physiological glue (MSI-EpiDermGlu). Vasculature was visualized by 

injecting 1% Qdot 705 (Life Technologies) diluted in sterile Tyrode Buffer pH7.4 in the tail 

vein. Blood vessels between 14-20 µm in diameter were localized with epifluorescence and 

used for leukocyte speed quantification. A volume of 100 µL of mitochondria (5x108) or 

Tyrode Buffer (diluent) was next injected, i.v., at which point continuous acquisition 

started for 40 minutes. The average leukocyte speed was measured as the distance travelled 

(in µm) in a given number of images acquired at 0,859 frames per second. Body 

temperature was maintained at 37°C during all procedures with a temperature controlling 

device (RWD Life Science Co). All images were acquired on an Olympus FV1000 MPE 2-

photon microscope as previously described.4 Images recorded for the 40 minutes 

quantification period and for stacks had a resolution of 256 X 256 and 320 X 320 pixels, 

respectively. 

 

2.12.1.8. Generation of recombinant sPLA2-IIA Alexa Fluor 488-conjugated  

Recombinant sPLA2-IIA labeled with an Alexa Fluor 488 fluorescent dye was prepared as 

follows. The S36C mutation was created using the QuickChange kit (Agilent Technologies) 

and confirmed by DNA sequencing of the full coding region of the protein expression 

plasmid.5 The inclusion body protein from bacterial expression was refolded to give the 
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protein containing an extra cysteine residue disulfide linked to cysteine-36.5 The disulfide 

was cleaved by mild dithiothreitol treatment and labeled with Alexa Fluor 488 C5-

maleimide (Life Technologies). The labeling method and purification of the labeled protein 

free of excess dye reagent was carried out as described previously for site selective spin 

labeling of sPLA2-IIA on surface cysteine residues.5 The catalytically inactive H48Q 

mutant of human sPLA2-IIA was produced as previously described.6 

 

2.12.1.9. sPLA2-IIA binding to mitochondria 

Mitochondria (106) from mouse liver were labeled with 100 nM of MitoTracker Deep 

Red and incubated with 10 ng of sPLA2-IIA Alexa Fluor 488  (final volume 10 l) in 

HBSS with 5 mM of CaCl2 for 30 min on ice. Samples were diluted and the presence of 

sPLA2-IIA Alexa Fluor 488 on fluorescent mitochondria was analyzed by flow cytometry. 

Interaction between mitochondria and sPLA2-IIA was also assessed by immunolabeling 

and co-elution. 107 of unstained mouse liver mitochondria in HBSS with 5 mM CaCl2 were 

incubated with 250 ng of sPLA2-IIA (final volume 100 l) for 30 min on ice. Anti-TOM22 

microbeads labeling was then performed as described above and processed on a magnetic 

for mitochondria isolation. Mitochondria were then pelleted and lysed in 1X lysis buffer. 

Samples were electrophoresed, transferred onto membranes and incubated in 0.2% 

Milk/TBS-Tween solution containing rabbit anti-sPLA2-IIA antibody (1/1000, Cayman 

Chemical) for 48 h at 4C. The membrane was washed, treated with Peroxidase-AffiniPure 

anti-rabbit-IgG (Jackson ImmunoResearch) and reactive proteins were visualized by 

chemiluminescence (Perkin Elmer).  

For immunofluorescence visualization, neutrophils (5 x 106/ml) were labeled with CMPTX 

Cell Tracker (5 M, Invitrogen) for 15 min at RT and incubated with 5 x 105 mitochondria 

(pre-incubated with sPLA2-IIA) during 30 min at 37°C. Hoechst (1 g/ml) was added 10 

min before the end of incubation time and reaction was stopped with addition of PFA 4%. 

Cells were analyzed by flow cytometry and were also prepared for microscopy using a 

cytospin protocol (500 rpm for 5 min at 4C) and analyzed by confocal laser scanning 

microscopy as described below.  
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2.12.1.10. Mass spectrometry analysis of lysophospholipids and fatty acid released from 

mitochondrion membranes by human recombinant sPLA2-IIA 

Mitochondria were incubated in presence of 0.1 μg/ml and 1 μg/ml of human recombinant 

sPLA2-IIA at 37°C for 0.5 and 6 h. Mitochondria were also incubated in absence of sPLA2 

to determine the content of basal free fatty acid. Following incubation, the reaction was 

stopped with the addition of 20 mM of EGTA. Lysophospholipid analysis by mass 

spectrometry was carried out as described.7 Samples of sPLA2-IIAtreated mitochondria 

(200 μl) was mixed with 800 μl of chloroform/methanol (2/1) followed by addition of 15 μl 

of internal standard mixture.8 Samples were extracted as described and analyzed by 

combined liquid chromatography/tandem mass spectrometry.7 Fatty acids were analyzed by 

conversion to their AMPP amide derivatives8 and then analyzed by combined liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry.8 

 

2.12.1.11. Stimulation of neutrophils for leukotriene generation 

Human recombinant wild-type sPLA2-IIA9, its catalytically inactive homologous form 

H48Q6 or vehicle diluent were incubated 18 h at 5 μg/ml in presence of mouse liver 

mitochondria (5 x 105 mitochondria/μl in Tyrode Buffer pH 7.4 supplemented with 5 mM 

CaCl2) at 37°C. Human neutrophils were primed and stimulated for leukotriene 

biosynthesis as previously described.10,11 To evaluate sPLA2-IIA mediated release of 

arachidonic acid, cPLA2α inhibitor pyrrophenone (100 nM) was added 5 min before 

stimulation. Stimulation was initiated by addition of 5 μl of pre-treated mitochondria, or 

control, to prime neutrophils. The reaction was stopped by addition of 500 μl of cold 

MeOH:CH3CN (1:1) containing 12.5 ng of prostaglandin B2 as internal standard. Samples 

were then processed and analyzed by reversed-phase high performance liquid 

chromatography using on-line extraction as previously described.12 

 

2.12.1.12. NET quantification 

Activated human neutrophils (5 x 106 cells/ml) were incubated in presence of labeled 

mitochondria (5 x 105 mitochondria/ml, MitoTracker Deep Red, 100 nm) and sPLA2-IIA 

(0.1 g/ml) or diluent (PBS) for 2 h at 37°C. Cells were then fixed with PFA 2% and DNA 

staining was performed with Hoestch 33342 (0.01 µg/µl, Invitrogen). Cells were cytospined 
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on a slide at 500 RPM for 3 min. NET formation (%) was determined by the following 

equation: (NETs / PMN counted) * 100. Preliminary experiments confirmed that mtDNA is 

readily distinguished from neutrophils NETs. 

 

2.12.1.13. Quantification of mitochondrial DNA release following incubation with 

human recombinant sPLA2-IIA 

Mitochondria were seeded at 5 x 108 mitochondria/ml (Tyrode Buffer pH7.4 + 5 mM 

CaCl2) in a flat bottom well plate (Costar, Corning). Human recombinant sPLA2-IIA 

(5 g/ml) or diluent (PBS) was added and samples were then incubated for 30 min at 37°C. 

Nucleic acid stain Sytox® Green (2.5 M, Invitrogen) was added to the mix and incubated 

for 10 min at room temperature. Fluorescence was obtained with a Tecan apparatus. To 

calculate the percentage of mitochondrial DNA released in the milieu, Triton X-100 (0.1% 

PBS) lysis of an equivalent amount of mitochondria (5 x 108 mitochondria/ml) was 

performed, determining the total amount of mitochondrial DNA present per well. 

 

2.12.1.14. mRNA quantification of inflammatory genes 

Mitochondria (or Tyrode Buffer as diluent) were intravenously injected in sPLA2-IIA 

sufficient or deficient mice. After 1h, mice were sacrificed and organs (liver, kidneys, 

lymph nodes and lungs) were recovered and immediately processed for total RNA 

extraction. Total RNA was isolated using Trizol (Life Technologies Inc) according to the 

manufacturer's protocol. RNA was quantified using a Qubit® Fluorometer (Life 

Technologies Inc). Reverse transcription was performed using 1 µg of total RNA with 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science) following the 

manufacturer's instructions. Real-time PCR was performed as described previously.13 

Briefly, cDNA amplification was carried out in a Rotor-Gene Q operated with the Q series 

software version 2.0.2 (Qiagen) using 35 cycles of 95ºC for 17 s, 58ºC for 25 s and 72ºC 

for 25 s. Each sample consisted of 40 ng of cDNA, 2 μl of 10X buffer (100 mM Tris, 500 

mM KCl, 30 mM MgCl2, 1.5% Triton X-100), 100 μM dNTP, 500 nM of primers, 0.1 unit 

of Taq DNA polymerase (Roche Applied Science) and SYBR® Green I dye (Life 

Technologies) in a reaction volume of 20 µL. For each gene of interest, specific primers 

were designed as described previously.13 
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2.12.2. Supplementary figures 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 2-1. Relative positioning of mitochondria within the platelet. 

 

(A) Platelet centroid (indicated by X), as well as mitochondrial centroids (indicated by 

white dots), were calculated using a custom-made macro for NIH ImageJ and marked on 

the microphotograph. The distance between the platelet centroid and the mitochondrial 

centroids was measured along with the shortest distance between the mitochondrial 

centroids and the plasma membrane. (B) Time-lapse imaging of mitochondria movement in 

thrombin-activated platelets. A proportion of mitochondria (green, white arrow) are found 

within pseudopodia (P, dotted lines) of thrombin-activated platelets (t=60 min). 
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Supplementary Figure 2-2. Characterization of platelet supernatants.  

 

(A) Platelets were counted in platelet preparations (before) and following centrifugation 

(after) by microscopy to detect residual platelet contamination in the supernatant. No 

detectable platelet remains in supernatants with the centrifugation protocol used. (B) No 

respiratory activity was detected in Tyrode’s buffer following the addition of intact 

platelets (≤80,000/mL) indicating the detection limit of the approach. For comparison, the 

supernatant obtained after isolating activated platelets, which contains extracellular 

mitochondria, displays significant respiration.  
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Supplementary Figure 2-3. Magnetic purification of freeMitos.  

 

The platelet supernatant, which contains freeMitos, mitoMPs and MPs, is incubated with 

anti-TOM22 microbeads, and freeMitos are then isolated using a magnetic field. Magnetic 

field removal allows the elution of freeMitos from the column, which are then used for 

various purposes. 
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Supplementary Figure 2-4. Platelet are activated under various stimuli.  

 

(A and B) Platelets were activated using heat-aggregated IgG (HA-IgG), thrombin, 

collagen, cross-linked collagen related peptide (CRP-XL) and phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA) for 4 hours at room temperature. (A) P-Selectin (upper panel) and activated 

glycoprotein IIb/IIIa expressions (PAC-1 antibody, lower panel) in activated platelets by 

FCM. Values represent the mean fluorescence intensity (MFI) (n=3; data are mean  SEM. 

*P0.05, **P0.005 and ***P0.001 vs. resting platelets, t-test). (B) 12-

Hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) quantification by high-performance liquid 

chromatography of activated platelets. 
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Supplementary Figure 2-5. Extracellular mitochondria are present in various sterile 

inflammatory pathologies.  

 

(A and B) A transfusion-related acute lung injury (TRALI) animal model was obtained by 

intravenous injection of the indicated concentration of 34-1-2s antibody to BALB/c mice. A 

significant temperature drop is observed in mice 1 h after antibody injection, that correlates 

with an upsurge of freeMitos as measured by TOM22-mediated mtDNA isolation in 

bronchoalveolar lavages (n=3; data are mean  SEM, *P0.05, **P0.01 and #P0.001 vs. 

control at 0 g, t-test).   
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Supplementary Figure 2-6. Exogenous mitochondria are internalized via an 

endocytosis-dependent pathway by human neutrophils.  

 

Representative confocal microscopy analyses of neutrophils cytoplasm and nuclei (shown 

in red and blue respectively) incubated with exogenous mitochondria (cyan) for 30 min at 

37°C. To assess passive internalization (ice condition), exogenous mitochondria and 

neutrophils were incubated on ice for 30 min. Neutrophils were pre-treated with either 

cytochalasin B, nocodazol, dynasore, nystatin, or chlorpromazine for 10 min at 37°C. Cells 

were then incubated for 30 min at 37°C in presence of 5x105 mitochondria/µl (labeled with 

100 nM final of MitoTracker Deep Red, Invitrogen) and recombinant human sPLA2-IIA 

(0.2 µg/ml). Scale bars represent 10 µm. Data are representative of three independent 

experiments. 
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Supplementary Figure 2-7. sPLA2-IIA and cPLA2- work in concert to promote 

generation of 5-lipoxygenase products in human neutrophils.  

 

Human neutrophils pre-treated with the cPLA2- inhibitor pyrrophenone (or diluent) were 

incubated in presence of exogenous mitochondria and mitochondria/sPLA2-IIA complex. 

Proinflammatory lipid mediators release was then evaluated. The total 5-lipoxygenase 

products (5-LO products) were quantified by high-performance liquid chromatography 

(n=6; data are mean  SEM, *P0.05 and ***P0.001 vs. control, t-test). 
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Supplementary Figure 2-8. Localization of extracellular mitochondria following their 

intravenous injection.  

 

(A) Mitochondria (magenta, white arrow) are found primarily in liver, kidneys, lymph nods 

and lungs (blue nuclei, Hoechst stain) of C57BL/6N mice. (B) Organ distribution of human 

sPLA2-IIA mRNA expression in sPLA2-IIA sufficient mice. sPLA2-IIA mRNA was 

detected in lungs, kidneys and liver of sPLA2-IIA sufficient mice. Relative fold increase of 

sPLA2-IIA expression was obtained when comparing sPLA2-IIA expression in lungs and 

liver compared to the level found in kidneys. sPLA2-IIA is predominantly expressed in the 

liver of sPLA2-IIA sufficient mice (n=3 for each phenotype).  
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Supplementary Figure 2-9. sPLA2-IIA and mtDNA levels increase in platelet 

concentrates during storage.  

 

Platelet storage bags (n=6) were incubated for the indicated time at 22C with constant 

agitation. PFP samples were obtained on days 0, 1 and 5 for the following analyses: (A) 

quantification of sPLA2-IIA by time-resolved immunofluorescence (n=3; data are mean  

SEM, t-test); (B) extracellular mtDNA abundance by quantitative PCR (n=3; data are mean 

 SEM, *P0.05, **P0.01, t-test). 
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Les films sont disponible à l’adresse : 

http://www.bloodjournal.org/content/124/14/2173.figures-only  

 

Supplementary video 1. Mitochondria localization in resting platelets. Non-activated 

platelets were labeled with the plasma membrane WGA Alexa Fluor 594 (red) and 

mitochondrial MitoTracker Green FM (green) dyes, and visualized by CSLM.  

 

Supplementary video 2. Mitochondria relocalize in the pseudopodia of activated 

platelets. Platelet plasma membrane and mitochondria were labeled with WGA Alexa 

Fluor 594 (red) and MitoTracker Green FM (green) dyes, respectively. Platelets were 

seeded in 8-well chamber slides maintained at 22C (Tokai Hit ZILC-F1 stage-top 

incubator), and activated by addition of thrombin (0.5 U/ml) and CaCl2 (5 mM). Single 

planes of platelets were acquired every 20 s for 105 min. 

 

Supplementary video 3. Intravenous injection of mitochondria induces neutrophil 

rolling in LysM-eGFP mice. Neutrophil (green) velocity is significantly reduced in blood 

(red) following intravenous injection of mitochondria (A, t=40min) as opposed to Tyrode 

Buffer (B, vehicle).   

 

 

 

Supplementary Table 2-1: Description of synovial fluid specimen from rheumatoid 

arthritis patients. 

SF: Synovial fluid; RF: Rheumatoid Factor; CCP: Cyclic citrullinated peptide; CRP: C-

reactive protein; ESR: Erythrocytes sedimentation rate  

http://www.bloodjournal.org/content/124/14/2173.figures-only
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Chapitre 3. Les microparticules de plaquette sont 

internalisées par les neutrophiles via l’activité concertée 

de la 12-lipoxygénase et de la phospholipase A2 sécrétée 

de type IIA. 

Titre court: Régulation de l’internalisation des microparticules  

 

3.1. Avant propos 

 

Le Dr Eric Boilard a conçu et dirigé le projet de recherche. Il a participé à l’analyse des 

données et corrigé l’article.  

Les Drs Luc Boudreau et Clémence Belleannée ont planifié les expériences. 

Les Drs Luc Boudreau, Denis Soulet, Clémence Belleannée, Nathalie Cloutier, Benoit 

Laffont, Raifish E. Mendoza-Villarroel, Tania Lévesque, Emmanuelle Rollet-Labelle, 

Matthieu Rousseau, Isabelle Allaeys ont réalisé les expériences. 

Les Drs Luc Boudreau, Clémence Belleannée, James Bollinger, Jacques J. Tremblay et 

Michael H. Gelb ont analysé les données. 

Les Drs Jacques J. Tremblay, Patrice E. Poubelle, Gérard Lambeau, Marc Pouliot, Patrick 
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3.2. Résumé 

Les microparticules de plaquette (MPs) sont de petites vésicules permettant une 

communication intercellulaire toutefois les mécanismes sous-jacents de leur internalisation 

ne sont pas compris. Nos résultats indiquent que les neutrophiles internalisent les MPs 

grâce aux activités concertées de la phospholipase A2 IIA (sPLA2-IIA), présente dans les 

liquides inflammatoires, et de la 12-lipoxygénase (12-LO), encapsulée dans les MPs. Ces 

enzymes produisent le 12(S)-hydroxyeicosatetranoic acid (12(S)-HETE). La cargaison des 

MPs est riche en facteurs de transcription, en acides nucléiques et en mitochondries. Ce 

cargo est internalisé par les neutrophiles activés via le 12(S)-HETE. Les neutrophiles isolés 

des articulations de patients arthritiques ou de souris arthritiques exprimant la sPLA2-IIA et 

la 12-LO, contiennent aussi des MPs de plaquettes.  L’utilisation de souris génétiquement 

modifiées met en évidence que l’action concertée de ces deux enzymes favorise l’arthrite 

inflammatoire. Ainsi les MPs de plaquettes promeuvent leur internalisation dans les 

cellules via un mécanisme hautement régulé. 
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3.3. Abstract 

Platelets are anucleated blood elements highly potent at generating extracellular vesicles 

(EV) called microparticles (MPs). Whereas EVs are accepted as an important means of 

intercellular communication, the mechanisms underlying platelet MP internalization in 

recipient cells are poorly understood. Here, lipidomic analyses identified 12(S)-

hydroxyeicosatetranoic acid [12(S)-HETE] as the predominant eicosanoid generated by 

MPs. Mechanistically, 12(S)-HETE is produced through the concerted activity of secreted 

phospholipase A2 IIA (sPLA2-IIA), present in inflammatory fluids, and platelet-type 12-

lipoxygenase (12-LO), expressed by platelet MPs. Platelet MPs convey an elaborate set of 

transcription factors, nucleic acids and contain mitochondria. We observed that MPs and 

their cargo are internalized by activated neutrophils at the endomembrane system via 12(S)-

HETE. Platelet MPs are found inside neutrophils isolated from the joints of arthritic 

patients, and are found in neutrophils only in the presence of sPLA2-IIA and 12-LO in an in 

vivo model of autoimmune inflammatory arthritis. Using a combination of genetically 

modified mice, we show that the coordinated action of sPLA2-IIA and 12-LO promotes 

inflammatory arthritis. These findings identify 12(S)-HETE as a trigger of platelet MP 

internalization by neutrophils, a mechanism highly relevant to inflammatory processes. As 

sPLA2-IIA is induced during inflammation, and 12-LO expression is mainly restricted to 

platelets, these observations demonstrate that platelet MPs promote their internalization in 

recipient cells through highly regulated mechanisms.  

 

3.4. Introduction 

Small extracellular vesicles (EVs) are implicated in physio (patho)logical contexts, such as 

immunity, reproduction, and cancer (1–4). They also include apoptotic bodies, the vesicles 

produced by apoptotic cells. Exosomes are EVs generated by exocytosis of multivesicular 

bodies ranging in size between 50 nm and 150 nm, whereas microparticles (MPs), also 

known as microvesicles, are vesicles of ~100–1,000 nm diameter shed from the plasma 

membrane by cellular budding and fission (2). EVs bear cellular components originating 

from the donor cells, and accumulating evidence suggests that they might transfer their 
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material to recipient cells. The regulatory events implicated in the transfer of the EV cargo 

remain mostly undefined, however.  

 Platelets circulate in blood and patrol the vasculature to promote hemostasis. 

Although any cell lineage might shed MPs, platelets are particularly proficient at this 

function. Consistent with this, the blood is rich in MPs expressing platelet (and 

megakaryocyte) surface markers, and levels of platelet MPs increase in diseases in which 

platelets are activated (5). Albeit anucleated, platelets represent a major blood reservoir of 

such components as nuclear factors (6, 7), messenger RNA (mRNA) (8, 9), microRNA 

(miRNA) (10), and mitochondria (11), which may be packaged inside MPs and transferred 

to nucleated recipients. A key event in the occurrence of such transfer is the binding of 

platelet MPs to cells. This may implicate selectins (12) and the recognition of 

phosphatidylserine, a phospholipid frequently exposed on MPs (13), by lactadherin (14) 

and developmental endothelial locus-1 (15). Indeed, miRNA-containing platelet MPs are 

internalized by endothelial cells, thereby altering the stability of mRNA in the recipient 

(16). Platelets are also active participants in immunity (17–20); platelet MPs are found in 

inflammatory conditions (1, 17, 21) and are ideally positioned to interact with immune 

cells. 

 Neutrophils patrol the vasculature and tissues at the ready to respond to an 

infectious agent or tissue insult (22). Although neutrophils are considered terminally 

differentiated granulocytes, they can undergo important phenotypical and functional 

changes once present in inflammatory exudates (23). For instance, in rheumatoid arthritis 

(RA), the most common form of autoimmune joint inflammation, neutrophils are 

represented preponderantly in the diseased joint fluid and display a prolonged lifespan and 

reduced migratory activity, suggesting the accumulation of factor(s) in RA that promote 

neutrophil plasticity (23–25). Using autoimmune arthritis as a model of inflammation in 

which both MPs and neutrophils contribute (21, 26), we reveal that MP cargo transfer from 

anucleated platelets to nucleated recipient neutrophils is dependent on the concerted 

activities of sPLA2-IIA present in the extracellular milieu and of 12-lipoxygenase (12-LO) 

present in platelet MPs. Our observations demonstrate that platelet MPs are not passively 

internalized by neutrophils, but rather that MPs promote their own internalization via a 

lipid mediator of inflammation. Considering that platelets (i) represent a substantial source 
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of nuclear factors, noncoding RNAs, and functional organelles; (ii) are highly efficient at 

producing MPs; and (iii) are unique with respect to 12(S)-HETE expression, platelets might 

be specialized at transferring their material to other cells to modify them. 

 

3.5. Results 

3.5.1. Microparticle internalization by neutrophils 

Assuming that the transfer of materials from platelets to neutrophils is biologically 

significant, we hypothesized that it necessarily would occur via finely controlled 

mechanisms. To identify key mediators involved in internalization, we further surmised 

that these mediators would be concomitantly expressed with platelet MPs. The secreted 

phospholipase A2 (sPLA2) enzymes hydrolyze membrane phospholipids in the sn-2 

position, generating free fatty acids and lysophospholipids (27). Although 10 different 

groups of sPLA2 enzymes have been identified in humans, sPLA2 group IIA (sPLA2-IIA) is 

(nonexclusively) expressed by platelets and is induced in inflammation (27, 28). In RA, 

sPLA2-IIA is overexpressed in joint lubricating synovial fluid (SF) and amplifies the 

disease (28). Whereas sPLA2-IIA has limited activity on the cellular plasma membrane 

(27), it uses MPs as a substrate (27, 29, 30). Like sPLA2-IIA, MPs accumulate in SF during 

RA, where they are frequently associated with neutrophils (11, 21, 28, 31, 32).  

In a preliminary set of experiments, we generated platelet MPs to verify whether they are 

internalized by neutrophils and whether sPLA2-IIA impacts this process. We used collagen 

to activate human platelets that had been labeled with 5-chloromethylfluorescein diacetate 

(CMFDA), a probe that passes freely through the platelet cell membrane and is converted 

to a fluorescent cell-impermeable product by cytosolic esterases (33). Under these 

conditions, the fluorescent probe was encapsulated within platelets, and 96.8 ± 0.25% of 

the MPs shed from these platelets fluoresced (SI Appendix, Fig. S1A). MPs isolated by 

centrifugation contained ~0.1% remnant platelets and were of heterogeneous size (115 nm–

538 nm; average, 346.3 ± 23.4 nm) (SI Appendix, SI Materials and Methods and Fig. S1 B, 

C, D, and F), consistent with the reported dimensions of platelet MPs (13).  

We then verified different categories of markers expected in EVs in MP preparations. 

Whereas mitochondria are typically absent in exosomes, they can be packaged inside MPs 

(11, 34). Furthermore, the presence of a protein associated with the endosomal sorting 



 

125 

 

complex required for transport (ESCRT), tumor susceptibility gene 101 protein (TSG101), 

is recognized in exosomes but underrepresented in MPs (34). Thus, the platelet EV 

preparations used in this study were enriched in MPs, because a subset contained 

mitochondrial markers, whereas ESCRT proteins were undetectable (SI Appendix, Fig. S1 

E and G). To determine the contribution of inflammatory stimuli and sPLA2-IIA to MP 

internalization by neutrophils, we treated the latter with autoimmune-relevant inflammatory 

stimuli [TNF/ GM-CSF and immune complexes, an agonist of the receptors for the Fc 

portion of IgG (FcγR)] in the presence or absence of sPLA2-IIA. We observed that MPs 

rapidly bound neutrophils independently of sPLA2-IIA and of any costimulation (SI 

Appendix, Fig. S2 A–E). In contrast, the combination of stimuli (TNF/GM-CSF and 

immune complexes) and sPLA2-IIA was necessary for efficient internalization of MPs (Fig. 

3-1 and SI Appendix, Fig. S3A), which were identified in the neutrophil’s cytoplasm in the 

vicinity of the endoplasmic reticulum, Golgi apparatus, and lysosome, but never by the 

recipient mitochondria (SI Appendix, Fig. S4 A–D). Accordingly, an average of 20 ±4 and 

38 ± 3 MPs were internalized in neutrophils in the presence of sPLA2-IIA within 30 and 60 

min, respectively. The internalization process occurred through dynamin-, clathrin-, and 

caveolin-dependent endocytosis (SI Appendix, Fig. S5), and was not unique to collagen-

induced MPs. MPs generated by activating platelets with thrombin, a serine protease, and 

collagen related peptide, a specific glycoprotein VI agonist, also were internalized by 

neutrophils, and this was dependent on the presence of sPLA2-IIA (SI Appendix, Fig. S3B). 

These results provide an ideal model for identifying the molecular process implicated in 

MP internalization following adhesion. 

Although the sPLA2-IIA enzyme generates potent lipid mediators, it also acts as a receptor 

ligand (27, 35–37). Thus, sPLA2-IIA might promote internalization either through the 

production of lipid mediators or through receptor binding and signaling. To assess the 

contribution of sPLA2-IIA catalytic activity to MP internalization, we made use of an 

inactive enzyme mutant, H48Q-sPLA2-IIA (27). An important observation is that sPLA2-

IIA catalytic activity was critical for the promotion of MP internalization (Fig. 3-1), ruling 

out the role of sPLA2-IIA receptor binding and pointing to the role of lipid mediator(s) in 

this process. 
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3.5.2. Lipidomics of platelet microparticles  

We next sought to identify the lipid trigger implicated in MP internalization. sPLA2-IIA 

generates lysophospholipids from MPs (27, 29); however, the complete set of lipid 

mediators expressed by MPs is unknown. Using tandem mass spectrometry to survey MP-

derived lipid mediators, we confirmed that MPs are used as substrates by sPLA2-IIA, 

generating diverse lysophospholipids and fatty acids, including arachidonic acid (AA; 20:4) 

(Fig. 3-2A–D and SI Appendix, Fig. S6 A and B). AA can be metabolized into eicosanoids, 

highly versatile mediators of multiple physiological and pathological processes (Fig. 3-2E) 

(38, 39). Indeed, examination of platelet MPs revealed, as in platelets (40), the presence of 

enzymes [i.e., cyclooxygenase 1 (Cox-1), thromboxane synthase (TXs), and 12-LO] that 

metabolize AA into the eicosanoids thromboxane A2 (TXA2) and 12(S)-HETE (Fig. 3-2F). 

These pathways are active in MPs as exogenous AA was metabolized into thromboxane B2 

(TXB2; a stable metabolite of TXA2) and 12(S)-HETE (Fig. 3-2G). Consistent with this 

was the identification of TXB2 and 12(S)-HETE [12(S)-HETE >>TXB2] by lipidomics as 

the predominant eicosanoids produced by sPLA2-IIA from MPs (Fig. 3-2H and I and SI 

Appendix, Fig. S6C). Consequently, we added exogenous lipids to activated neutrophils 

and examined their role in internalization. We observed that, similar to sPLA2-IIA, 12(S)-

HETE was sufficient to promote internalization by inducing neutrophils to internalize MPs 

(Fig. 3-3 A and B and Movies S1 and S2). Conversely, lysophosphatidylcholine (SI 

Appendix, Fig. S7A), carbocyclic TXA2 (TXA2c; a stable analog of TXA2), TXB2, and 12-

hydroxyheptadecatrienoic acid (12-HHTrE) produced concurrently with TXA2 by TXs (41) 

had no impact on MP internalization (Fig. 3-3B). Moreover, a COX inhibitor demonstrated 

no effect on MP internalization, confirming that the COX products are dispensable (SI 

Appendix, Fig. S7B). Next, to confirm that 12(S)-HETE is the lipid trigger implicated in 

sPLA2-IIA–induced MP internalization, we produced fluorescent MPs from platelets 

isolated from platelet-type 12-LO– deficient (ALOX12−/−) mice and from their wild type 

(WT) control littermates (ALOX12+/+). Remarkably, ALOX12−/− MPs, which cannot 

metabolize AA into 12(S)-HETE (Fig. 3-3C), were not internalized by neutrophils, even in 

the presence of sPLA2-IIA (Fig. 3-3D), demonstrating the critical involvement of platelet 

MP 12-LO in this process. Neutrophils express the 12(S)-HETE high-affinity receptor 

BLT2 and the leukotriene B4 (LTB4) highaffinity receptor BLT1. Using an antagonist of 
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BLT2 (LY255283), along with an antagonist of BLT1 (CP105696) for comparison, we 

confirmed the involvement of 12(S)-HETE and its receptor BLT2 in the internalization 

process (Fig. 3-3E). The contribution of BLT1 was significant, but less prominent, in 

agreement with the lower affinity of 12(S)-HETE for this receptor, or suggestive of a 

modest role for LTB4 in this process (42). 

Platelet-type 12-LO expressed by human platelets generates the S enantiomer of 12-

hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE), designated 12(S)-HETE, whereas the R 

enantiomer, 12(R)-HETE, is produced by the 12-LO expressed by leukocytes and skin 

fibroblasts, or through the noncatalytic derivation of AA by cytochrome P450 (43). To 

verify whether this mechanism of internalization might apply to other cell lineage MPs 

(deficient in platelet-type 12-LO), we compared the relative impacts of 12(S)-HETE and 

12(R)-HETE on internalization. We found that 12(S)-HETE, but not 12(R)-HETE, is 

specifically involved inMP internalization (Fig. 3-3F). ALOX12−/−MPs were not 

internalized even in the presence of exogenous 12(S)-HETE, providing further support for 

the contribution of platelet-type 12-LO in this process (Fig. 3-3D). In addition, using red 

fluorescent ALOX12−/− platelets and green fluorescent ALOX12+/+ platelets to generate red 

ALOX12−/− MPs and green ALOX12+/+ MPs, respectively, we found that 12(S)-HETE 

produced from MPs is incapable of promoting internalization of neighboring MPs lacking 

12-LO (Fig. 3-3D), suggesting that the internalization process revealed here might be 

unique to 12(S)-HETE–expressing MPs (i.e., platelet MPs). 

3.5.3. Microparticle internalization in disease 

Neutrophils, platelet MPs (11, 21, 31, 32), sPLA2-IIA (28), and inflammatory stimuli all 

coexist in RA SF. We used SF from patients with RA that contained an abundance of 

platelet MPs (Fig. 3-4A) to determine whether platelet MPs can be found within 

neutrophils. Using anti-CD41 and anti-CD66b monoclonal antibodies to label platelet MPs 

and neutrophils, respectively, we could discern significant platelet MP signals both at the 

surface and inside neutrophils (mostly near or at the nucleus) in RA SF (Fig. 3-4B and C). 

We observed a similar pattern of CD41+MP expression inside peripheral neutrophils that 

had been incubated with platelet MPs, but only in the presence of sPLA2-IIA (Fig. 3-4B).  

We next used the K/BxN serum transfer model of arthritis, a disease model in which both 

sPLA2-IIA and platelet MPs are implicated (21, 28), to validate the MP internalization 
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process in inflammation. Because C57Bl6/J mice naturally lack sPLA2- IIA (28), we used 

transgenic mice expressing human sPLA2-IIA (sPLA2-IIATGN, in a C57Bl6/J background) 

(44) and included WT C57Bl6/J mice as controls. We observed that on injection into the 

tail vein, fluorescent ALOX12+/+ MPs quickly localized inside neutrophils in the arthritic 

ankles of sPLA2-IIA–expressing mice (Fig. 3-4D and E). An important observation is the 

absence of MP localization inside neutrophils in mice lacking sPLA2-IIA, confirming the 

essential role of sPLA2-IIA in the internalization process in vivo. The internalization was 

through MP-derived 12(S)-HETE; ALOX12−/− MPs failed to localize in neutrophils, even 

in mice expressing sPLA2-IIA (Fig. 3-4D and E). Thus, the concerted actions of sPLA2-

IIA– and MP-derived 12-LO trigger MP internalization during inflammation. 

3.5.4. Transfer of an elaborated microparticle cargo inside neutrophils  

Having confirmed efficient internalization of fluorescently labeled platelet MPs, we 

proceeded to verify the actual transfer of three distinct platelet components (i.e., a cytosolic 

protein, a nucleic acid, and an organelle) to neutrophils. Because megakaryocytes perform 

several rounds of endomitosis before platelet production, the platelet content can be 

particularly enriched in cellular components. Although lacking a nucleus (and thus 

transcription), the transcription factors NF-κB (7) and peroxisome proliferator-activated 

receptor (PPAR) have been reported in the platelet cytosol (6). The complete set of 

transcription factors expressed by platelets is unknown, however, and whether they are 

encapsulated in MPs has not been investigated. We determined that 80 different 

transcription factors, belonging to seven distinct structural families (45) (SI Appendix, 

Dataset S1) are found in platelets (SI Appendix, Fig. S8A) and are packaged in MPs (SI 

Appendix, Fig. S8B), including NF-κB and chicken ovalbumin upstream promoter-

transcription factor (COUP-TFI) (Fig. 3-5A). The latter, which is involved in neural 

maturation (46), was highly expressed in platelet MPs and was undetectable by 

immunofluorescence in neutrophils (Fig. 3-5B and SI Appendix, Dataset S1). We used this 

information to monitor the transfer of transcription factors to the recipient. We observed 

that through sPLA2-IIA activity, COUP-TFI was efficiently transferred to neutrophils, 

where it remained in the cytosol (Fig. 3-5B). Furthermore, the COUP-TFI protein detected 

in the platelet MPs retained its DNA-binding activity, as revealed by DNA–protein 
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interaction assays (SI Appendix, Fig. S8C), thereby indicating that it might impact recipient 

cell transcription on translocation to the nucleus.  

Platelets contain mRNAs (8, 47) and noncoding RNAs (ncRNAs) (10), encapsulated inside 

MPs on budding and shedding (16). We have established the repertoire of nucleic acids 

from platelet MPs, showing that MPs express a variety of mRNAs coding for proteins 

implicated in multiple biological processes (SI Appendix, Fig. S8D and Dataset S2). Of 

interest, ncRNAs, such as transfer RNAs, ribosomal RNAs, and miRNAs, also were 

identified in MPs. We performed a more precise assessment of MP miRNAs using miRNA 

arrays, which identified the presence of immature and mature miRNAs (SI Appendix, 

Dataset S3). An miRNA produced independently of Dicer activity, miR-451 (48), has been 

implicated in immunity and inflammation (49) and appeared to be one of the most 

abundantly  expressed miRNAs in MPs (Fig. 3-5C and SI Appendix, Fig. S8E). Using a 

neutrophil-like cell line transfected with a specific DNA sequence regulated by miR-451, 

we demonstrated the occurrence of 12(S)-HETE–dependent MP internalization (SI 

Appendix, Fig. S9) and transfer of miR-451 to these recipient cells (Fig. 3-5D). 

Furthermore, we found that MP-derived miR-451 cleaved its cytoplasmic target sequence, 

establishing that platelet MPs can transfer functional nucleic acids to recipient cells through 

sPLA2- IIA (Fig. 3-5D). 

Platelets contain an average of four mitochondria, which can be packaged inside MPs, 

thereby forming mitochondriacontaining MPs (11). Because only a subset of MPs contains 

mitochondria (11), we used confocal microscopic analyses and a combination of cytosolic 

and mitochondrial fluorescent dyes to distinguish mitochondria-deficient MPs and 

mitochondria-containing MPs. We found that the internalization of mitochondria-

containing MPs by neutrophils depends on the presence of sPLA2-IIA (Fig. 3-5E). The 

efficient transfer of mitochondria through MPs was further validated by electron 

microscopy (Fig. 3-5F). Thus, the activity of sPLA2-IIA on MPs mediates the transfer of a 

broad repertoire of platelet components to neutrophils, including cytosolic proteins (e.g., 

transcription factors), nucleic acids (e.g., miRNA) and organelles (e.g., mitochondria). 

3.5.5. Concerted action of sPLA2-IIA and 12-LO in vivo  

The internalization of MPs by activated neutrophils requires 12(S)-HETE; however, 
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whether this process is proinflammatory or anti-inflammatory is unknown. Under the 

hypothesis that the internalization of MPs by neutrophils might be biologically relevant, we 

verified the impact of the concerted activities of sPLA2-IIA and 12-LO in vivo. To this end, 

we crossed ALOX12−/− mice with sPLA2-IIATGN mice, which reportedly exhibit skin 

abnormalities reminiscent of psoriasis but with no neutrophil infiltration (44), to generate 

sPLA2-IIATGNALOX12−/− mice. We observed that ablation of the ALOX12 gene in sPLA2-

IIATGN mice had no effect on the skin phenotype, although 12-LO expression was 

eliminated in blood platelets (Fig. 3-6A and B). Furthermore, we also confirmed that 

neutrophilia, which has been reported in sPLA2-IIATGN mice (50), occurred independently 

of 12-LO, and that the other blood cell lineages were unaffected in the transgenic mice 

(Fig. 3-6C and SI Appendix, Fig. S10). Taken together, these data suggest that the 

concerted actions of sPLA2-IIA and 12-LO do not support neutrophil- independent 

psoriasis-like disease or neutropoiesis. 

We next used the K/BxN model of inflammatory arthritis to examine the roles of sPLA2-

IIA and 12-LO in a relevant pathology in which both neutrophils and platelet MPs 

participate. In agreement with a previous study (28), we confirmed more marked 

development of arthritis in sPLA2-IIATGN mice compared with sPLA2-IIA–deficient mice 

(Fig. 3-6D). Moreover, the sPLA2-IIATGNALOX12−/− mice developed only modest arthritis, 

similar to sPLA2-IIA–deficient mice. Given that ablation of the ALOX12 gene in C57BL6 

mice (deficient in sPLA2-IIA) had no impact on arthritis, these data establish that sPLA2-

IIA and 12-LO work in concert to promote inflammation in vivo. Furthermore, i.v. 

injection of fluorescent ALOX12+/+ platelet MPs into these groups of mice showed 

preferential localization in neutrophils in the joints of sPLA2-IIATGNALOX12+/+ mice (Fig. 

3-6E). The internalization of ALOX12+/+ MPs by neutrophils of sPLA2-IIATGNALOX12−/− 

mice was more efficient than that for ALOX12−/− MPs, suggesting that the former provide 

sufficient 12(S)-HETE for their internalization (Fig. 3-6F). 

 

3.6. Discussion 

The rich collection of components with apparently no or only modest roles in anucleated 

platelets, and the platelet’s proficiency to produce MPs under a variety of inflammatory 

conditions was the impetus for our study. Our results identify sPLA2-IIA as an enzyme 
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working in concert with platelet MP 12-LO to promote internalization (Fig. 3-7 and SI 

Appendix, Fig. S8G). The fact that two enzymes are required for MP internalization 

demonstrates that the internalization process is tightly regulated, in agreement with the 

potential significance of this process. Because sPLA2-IIA is an extracellular enzyme 

induced only in inflammatory exudates, this ensures that MPs are not internalized in 

neutrophils, unless the neutrophils reach the inflammatory site. Furthermore, the fact that 

neutrophils require activation also points to an additional level of regulation. 12-LO is 

essentially present only in plateletderived MPs and not in MPs from other cellular lineages, 

suggesting that the role of sPLA2-IIA and 12-LO is to mediate specific platelet component 

transfer into neutrophils, potentially to impact their function. Of clinical relevance, the 

concerted actions of sPLA2-IIA and platelet-type 12-LO mediate inflammation in a 

model of inflammatory arthritis. 

Among the sPLA2s, sPLA2-IIA is by far the most abundantly expressed in inflammatory 

fluids and enhances inflammation in models of atherosclerosis and arthritis, conditions that 

involve platelet MPs (17, 21, 27). Whereas the AA liberated by MPs can be metabolized 

into eicosanoids by enzymes expressed by other cells in the vicinity (30), our lipidomic 

approach shows that the action of sPLA2-IIA on MPs generates eicosanoids, a process 

requiring the activity of enzymes packaged inside MPs, consistent with our proteomic 

analyses and those reported by other investigators (51, 52). Thus, with their membrane 

composition and content of functional enzymes, platelet MPs represent an extraordinary 

source of lipid mediators implicated in a vast range of physio(patho)logical functions when 

bathed in an environment rich in sPLA2-IIA. Although other sPLA2 groups other than 

sPLA2-IIA might potentially use MPs as a substrate if present in sufficient quantities, our 

findings support the proposal that a physiological role for sPLA2-IIA is the promotion of 

platelet MP functional activities, such as internalization. 

Whereas sPLA2-IIA can use platelet MPs to generate proinflammatory 12(S)-HETE, other 

eicosanoids, produced by platelets and other cell lineages, also make significant 

contributions to arthritis. It was previously shown using the K/BxN serum transfer model of 

autoimmune arthritis that platelet COX-1 could generate large quantities of extracellular 

prostaglandin H2, which itself was metabolized transcellularly by the prostaclycin synthase 

expressed by fibroblast-like synoviocytes (53). The generation of prostacyclin by 
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fibroblast-like synoviocytes amplifies inflammation, and, accordingly, the ablation of the 

gene coding for prostacyclin receptor reduces arthritis in vivo (54). The eicosanoid LTB4 is 

also an important lipid mediator implicated in arthritis, and mice deficient in 5-

lipoxygenase (the enzyme regulating its biosynthesis) and in BLT1 (the high-affinity 

receptor for LTB4) are resistant to arthritogenic K/BxN serum (26, 55). Herein we shed 

light on the role of platelet-type 12-LO in inflammatory arthritis. Consistent with this is the 

observation that arthritis is also attenuated in mice deficient in BLT2, a high-affinity 

receptor for 12(S)-HETE (and 12-HHTrE) (56). Moreover, the contribution of platelet-type 

12-LO could be determined only in mice expressing sPLA2-IIA, providing further support 

for the coupling between sPLA2-IIA and platelet-type 12-LO. 

The internalization process revealed in this study occurs independently of COX-1, ruling 

out the involvement of other major lipid mediators produced by platelets, such as 

thromboxane and 12-HHTrE. Interestingly, collagen-induced platelet MPs dominantly 

produced 12(S)-HETE, consistent with the reported activation of 12-LO through the 

immunoreceptor-based activation motif-containing the FcRγ chain involved in collagen 

signaling (57). 12(S)-HETE is a too-often neglected mediator, and its exact clinical 

significance remains a matter of debate (58). It is thought to be involved in the 

reorganization of the actin cytoskeleton (59), hypertension (60), angiogenesis, and cancer 

(61). On the other hand, BLT2 is itself implicated in atherosclerosis (62, 63), cancer (64), 

and inflammation (65). Thus, it is probable that MP internalization might take place in a 

broad range of conditions, considering that it also might occur in BLT2-expressing cells 

other than neutrophils, such as mast cells, endothelial cells, and fibroblast- like 

synoviocytes (42, 66, 67). MPs lacking 12-LO were not internalized, even in the presence 

of exogenous 12(S)-HETE. Furthermore, the S enantiomer, but not the R enantiomer, of 

12-HETE triggered MP internalization, suggesting that MPs from cell lineages other than 

platelets might engage distinct mechanisms that have yet to be identified. In humans, the S 

enantiomer of 12-HETE is produced primarily by platelet-type 12-LO, which might be 

transferred from platelets to other cells so that they too produce 12(S)-HETE. Indeed, 

studies have identified platelet-type 12-LO in skin fibroblasts and in fibroblast-like 

synoviocytes from patients with psoriasis and RA (68, 69), suggesting that MPs derived 

from these cells also might be capable of conveying 12-LO and of using 12(S)-HETE to 
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promote their internalization. Because both platelet MPs and sPLA2-IIA are present in 

inflamed SF (21, 28), one might ask whether 12(S)-HETE is found in RA SF. Of interest is 

that 5,12 (S)-diHETE, which is produced only through the coordinated action of leukocyte 

5-lipoxygenase and platelet 12-LO, is the most abundant eicosanoid in SF of patients with 

RA (70), thus suggesting the potential for platelet MP internalization in neutrophils. Future 

studies will undoubtedly uncover the role of 5,12(S)-diHETE in inflammation.  

We report an extensive set of transcription factors and nucleic acids expressed by platelet 

MPs, which frequently localize near the nucleus and organelles once internalized by 

neutrophils. Given that miRNAs are recognized as potent modulators of mRNA expression, 

their transfer to the recipient cell through EVs has received considerable attention (16); 

however, we emphasize that the MP cargo is far more extensive and contains other 

modulators besides miRNAs, including mRNAs, ncRNAs, transcription factors, active 

enzymes (such as 12-LO), cytokines, unique lipids, and even organelles such as 

mitochondria (11), all of which are potentially capable of contributing to reprogramming of 

the recipient cell. Accordingly, MPs could regulate transcripts on internalization by 

neutrophils (SI Appendix, Fig. S11 A and B and Dataset S4), thereby potentially 

modulating the biological processes and primary functions of these recipient cells. 

Although these observations suggest that the internalization ofMPs may alter neutrophil 

functions, a feature seen in RA (24), definitively identifying the actual contribution of each 

individual MP component to the recipient cell is premature. The present study serves to 

highlight the complexity of the platelet MP cargo and, most importantly, to reveal how 

platelet MP transfer occurs. 

The EV content is highly diversified, with different cellular lineages producing EVs. 

Furthermore, depending on the biological context, distinct cellular recipients might require 

specific EV cargoes for their functions and might be specifically targeted by particular EVs. 

Consistent with this idea, we have demonstrated that platelet MPs are not passively 

internalized by recipient cells. Specific transfer of the extensive platelet MP cargo to target 

cells is regulated by a lipid mediator that is unique to and produced by MPs (Fig. 3-7). 

 

 



134 

 

3.7. Materials and methods 

(more details are provided in SI Appendix, Supplementary methods) 

3.7.1. Patients 

The synovial fluids (SF) were obtained from the affected knees of 6 patients with RA (4 

with positive rheumatoid factors (RFs), 2 with no detectable RFs) with their informed 

consent under the approval from the CHU de Quebec Ethic committee. Patients (5 females 

and 1 male aged between 20 to 60 years old) were not treated by any medications before SF 

collection.  

3.7.2. Mice 

Guidelines of the Canadian Council on Animal Care were followed for all our studies in a 

protocol approved by the Animal Welfare Committee at Laval University. Eight-week-old 

male C57BL/6J (sPLA2-IIA−/−), transgenic human sPLA2-IIA (sPLA2-IIATGN) (28, 44), and 

ALOX12−/− (71) mice backcrossed 10 times in a C57BL/6J background were obtained from 

The Jackson Laboratory. sPLA2-IIA−/−ALOX12−/−mice in a C57BL/6J background were 

crossed with sPLA2-IIATGNALOX12+/+ mice in a C57BL/6J background (sPLA2-IIATGN 

hemizygous). sPLA2-IIATGN12LO−/+ mice obtained from the progeny were crossed again 

with sPLA2-IIA−/−ALOX12−/− mice to generate the desired genotype sPLA2-

IIATGNALOX12−/− identified by genotyping. 

3.7.3. Arthritis induction in mice 

Induction of arthritis was performed using arthritogenic K/BxN serum (100µl) transferred 

by intraperitoneal injection to recipient sPLA2-IIA-/-ALOX12+/+; sPLA2-IIATGNALOX12+/+ 

sPLA2-IIATGNALOX12-/-; and sPLA2-IIA-/-ALOX12-/- mice and arthritis development was 

monitored daily by measuring the thickness of the ankles at the malleoli as described152.  

Experimental design for MP localization in vivo. To avoid any bias in quantitative analyses, 

each group of mice with comparable arthritis scores were used to assess MP localization in 

neutrophils in vivo. Preliminary experiments determined the volume of K/BxN serum 

necessary to induce comparable levels of disease in all groups of mice (i.e. clinical index 

plateau of 10 on a scale of 12, reached at day 5). At day 0 and 2, 150µl K/BxN serum was 

injected in sPLA2-IIA-/-ALOX12+/+, sPLA2-IIA-/-ALOX12-/-, sPLA2-IIATGNALOX12-/-; 
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while 75µl K/BxN serum was necessary in sPLA2-IIATGNALOX12+/+ mice. At day 5 post-

K/BxN serum transfer, arthritic mice from the four groups were injected in the tail vein 

with 1,5x108 CMPTX ALOX12-/- or ALOX12+/+ MPs. Three hours after MP injection, 

mice were sacrificed. The ankles were digested 3h at 37°C with collagenase IV 

(Worthington, 1mg/ml in white RPMI). Digestion products were sifted through a filter (cell 

stainer, Ø70µm). In these conditions, the number of neutrophils in digested ankles 

remained similar in each group of mice, and 40±6% of total Hoechst+ cells were GR1+ and 

displayed polylobbe nuclei. Cells were washed twice with RPMI and centrifuged at 1300g, 

5min at room temperature (RT). Pellets were resuspended in HBSS1X and fixed with 

paraformaldehyde (PFA) 2% (final concentration) during 15min at RT. Fixed cells were 

cytospined 3min at 500rpm for confocal microscopy investigations.  

3.7.4. Cells and microparticles 

3.7.4.1. Platelet MPs.  

Human and mouse platelets were obtained respectively from citrated blood of healthy 

human donors under an approval institutional review board protocol (CRCHU de Québec-

Université Laval) (31) and healthy mice aged 12 to 15 week old. Platelets were isolated 

after centrifugation of blood (282g, 10min at RT) then the supernatant (platelet rich plasma, 

PRP) was centrifuged at 600g, 5min at RT. The supernatant was centrifuged at 1300g, 5min 

at RT and the pellet containing platelets was resuspended in Tyrode’s buffer pH7.4 

containing calcium 5mM. Platelets were counted (Cellometer AutoM10, Nexcelom 

Bioscience) and adjusted to a density of 100.106 cells/ml before stimulation with collagen 

(0.5µg/ml, 18h)(Takeda Austria GMBH). When required, platelets were pre-labeled with 

1µM CMFDA (green fluorescent) or CMPTX (red fluorescent) (Invitrogen) for 15min at 

37°C in the dark prior to stimulation. Contaminating remnant platelets were removed by 

centrifugation at 1300g, 5min at RT, performed twice. Supernatants containing platelet 

MPs were centrifuged at 18000g, 90min at 18°C. Pellets containing MPs were resupended 

in Tyrode’s buffer pH7.4 with 5mM calcium and quantified by flow cytometry using the 

BD FACSCanto II Special Order Research Product equipped with a small particle option 

(BD Biosciences) as described (31). The chosen parameters were optimal to detect 

polystyrene particles from 100 to 3500nm simultaneously on the FSC-PMT and all MP 
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preparations were confirmed not containing any trace of platelets (see SI Appendix, Fig. 

S1b). 

 

3.7.4.2. Human primary neutrophils.  

Polymorphonuclear neutrophils were isolated from citrated blood of healthy adult 

volunteers as described (72). Cells (density of 5x106 cells/ml) were kept in Mg2+ free HBSS 

1X Ca2+ and left unstimulated (native) or primed with TNF and GM-CSF (100U/ml and 

10ng/ml, respectively) (Peprotech)(72) and activated using immune complexes (heat 

aggregated (HA)-IgG, 1mg/ml final concentration) prepared by heat aggregation of human 

IgG (25mg/ml, 1h at 63°C) (Sigma-Aldrich). Human neutrophils (2.5x105) were labeled 

with 1µM CMPTX for 15min at 37°C (when required) and incubated for 2h at 37°C with 

17,5x106 fluorescent MPs (equivalent to 2µg of proteins) or 70 MPs/neutrophil in a final 

volume of 50µl. Thus, MPs (350 000MPs/µl) were incubated with neutrophils 

(5.106cells/ml) in 50µl. When the role of sPLA2-IIA on internalization was assessed, the 

recombinant enzyme (73) or its inactive mutant was added (0.1µg/ml final concentration) 

1h on MPs (on ice, to permit association of the enzyme with MPs) prior to MP addition to 

neutrophils. In some experiments, the BLT1 receptor antagonist (CP105696, 10nM) (Pfizer 

Global Research & Development, Kent, generous gift from Dr. Pierre Borgeat, CHU de 

Quebec), the BLT2 receptor antagonist (LY255283, 100nM) (Cayman) and lipid mediators 

(all from Cayman) 12(S)-HETE (0.1 to 10µM), 12(R)-HETE (0.1 to 10µM), 12-HHTrE 

(1µM), TXB2 (1µM), TXA2c (1µM) were added to neutrophils prior to MP addition.  

 

3.7.4.3. Neutrophil-like cell line.  

PLB-985 cells (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) were kept at 

0.2x106 cells/ml in RPMI containing 10% FBS and differentiated into neutrophil-like cells 

by adding 0.3mM of dibutyryl-cAMP (dbAMPc, Sigma-Aldrich) during 3 days. Cells, at a 

density of 5x106 cells/ml, were kept in Mg2+ free HBSS 1X Ca2+, and labeled with 1µM 

CMPTX, 15min at 37°C in the dark when indicated. Neutrophil-like cells were primed and 

activated as described for primary neutrophils. 
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3.7.5. Confocal microscopy  

3.7.5.1. Cell preparation.  

Cells were fixed with 2% PFA (final concentration) 15min at RT and centrifuged using a 

cytospin protocol (500rpm, 3 min, RT). For intracellular CD41 and COUP TF-I detection, 

cells were permeabilized with 0.5% saponine (Sigma) in PBS1X, 5min, twice at RT. Then 

they were treated with saturation solution (0.05% saponine, 5% Foetal Cow Serum and 5% 

Horse Serum) during 20min at RT. Fluorescently conjugated markers were used to 

discriminate surface and intracellular compartments and to distinguish neutrophils and 

platelet MPs. Neutrophil surface was labeled with FITC-conjugated anti-CD66b (1µg/ml, 

Beckman Coulter), cytoplasm was labeled with 1µM of CMPTX and nuclei were labeled 

with either 1µg/ml of Hoechst33342 (Invitrogen) or DRAQ5 (1/100, Cell Signaling). When 

murine neutrophils were isolated from arthritic joints, fixed cells were labeled with Alexa 

Fluor 488-conjugated anti-GR1 (1,66µg/µl) (BD Bioscience) for 1h. For experiments using 

CD66b+ cells purified with magnetic beads (Stem Cells) from the SF of RA patients, PE-

conjugated anti-CD41 (20µg/ml) (clone M148, Abcam) and FITC-conjugated anti-CD66b 

were used to label MPs and neutrophils, respectively.To determine the expression of 

COUP-TF I in human cells, antibody against COUP-TF I (1µg/ml) (R&D Systems, clone 

H8132) was used. 

 

3.7.5.2. Image analyses.  

(see also SI Appendix, Supplementary methods). To quantitatively assess localization of 

fluorescent MPs in vitro, images were processed after cropping individual neutrophils in a 

XYZ mode. Each MP (green) was analyzed for localization within neutrophil’s cytoplasm 

(red), counted and classified in either intracellular or surface groups. MP internalization in 

100 neutrophils per condition was quantified and repeated at least 3 times using neutrophils 

and MPs from different blood donors.  

To quantitatively assess localization of fluorescent MPs in vivo and ex vivo (i.e. in arthritic 

joints), images were also processed after cropping individual neutrophils in a XYZ mode. 

As MPs internalized in vivo do not display punctate signals (possibly due to membrane 

metabolism in recipient), intracellular fluorescent signals were quantified slightly 

differently. The fluorescence corresponding to red MPs injected in mice, inside the 
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boundary given by the GR1 membrane labeling, was quantified using velocity software as 

mean of fluorescence intensity (MFI). The specific MP internalization was calculated after 

substraction of MFI of neutrophils from mice injected with control diluent (PBS). 

 

3.7.6.  Lipidomics  

(see also SI Appendix, Supplementary methods) 

MPs (350 000 MP/µl or total 2.1x108 MPs in 600µl, equivalent to 23µg) were incubated in 

Tyrode’s buffer (without BSA) at 37°C for 30min and 6h in presence or absence of human 

recombinant sPLA2-IIA (0.1µg/ml and 1µg/ml). EGTA (20mM) was added to stop the 

reaction. Two hundred microliters of the reaction mixture was mixed with 800µl of 

chloroform/methanol (2/1) then, 15µl of internal deuterated standard mixture was added. 

Lysophospholipid, fatty acid and eicosanoid analysis by combined liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry was performed as described (74,75). 

 

3.7.7. Statistics 

Number of replicates (n) indicates the number of replicated experiments using cells from n 

different blood donors. Statistical analyses (t test, ANOVA, Mann-Whitney) were 

performed using Prism software (version 5). 
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3.10. Figures 

 

 
 

 

Figure 3-1. Internalization of platelet MPs in neutrophils.  

 

(Left panels) Representative confocal microscopy analyses of neutrophil cytoplasm (red) 

and nuclei (cyan) upon incubation with MPs (green) for 2h at 37°C in absence or presence 

of recombinant human sPLA2-IIA, or its catalytically inactive mutant H48Q-sPLA2-IIA. 

Neutrophils were native (without stimulation), primed (TNF/GM-CSF) or activated 

(TNF/GM-CSF and immune complexes) before MP incubation. MPs are found at the 

surface (white arrows) and are internalized (arrow heads). Scale bars represent 10µm. 

(Right panels) Graph bars indicate the relative localization (surface vs intracellular) of the 

MPs, depending on the neutrophil and MP treatments. Data were obtained from 100 

neutrophils per condition repeated at least 3 times with cells from different donors (n>3, 

Mann-Whitney test compared to MPs condition *** p<0.0001). 
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Figure 3-2. sPLA2-IIA promotes the release of multiple lipid mediators from MPs.  

 

Mass spectrometric measurements of the indicated lysophospholipids (a, b), fatty acids (c, 

d) and eicosanoids (h, i) released and metabolized after sPLA2-IIA activity on MPs. (a,c,h) 

The heat maps present a fold change of each molecule produced in response to a 6h 

incubation of MPs with the indicated concentration of human recombinant sPLA2-IIA. The 

concentrations of lysophospholipids (a), fatty acids (c) or eicosanoids (h) measured in MPs 

incubated with diluent (no sPLA2-IIA) were used to determine the relative fold changes. 

Lysophosphatidylserine (LPS), lysophosphatidic acid (LPA), lysophosphatidylcholine 

(LPC), lysophosphatidylglycerol (LPG) and lysophosphatidylethanolamine (LPE), 

arachidonic acid (AA) ; docosahexaenoic acid (DHA) ; eicosapentaenoic acid (EPA) ; 

docosapentaenoic acid (DPA), thromboxane B2 (TXB2), 12-hydroxyheptadecatrienoic acid 

(12-HHTrE), 15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE), 11-hydroxyeicosatetraenoic 

acid (11-HETE), 8-hydroxyeicosatetraenoic acid (8-HETE), prostaglandine E2 (PGE2), 12-

hydroxyeicosatetraenoic acid (12HETE). (b,d,i) Pie chart representation of 

lysophospholipids, fatty acids and eicosanoids present in MPs treated with sPLA2-IIA for 

6h. The data presented are based on the mass composition (molar expression) of each 

lysophospholipids, fatty acids and eicosanoids detected by mass spectrometry (n=2 

different blood donors). (e) Graphic representation of the metabolism of AA into 

eicosanoids. (f) Immunoblot of 12-lipoxygenase (12-LO), thromboxane synthase (Txs), 

cyclooxygenase 1 (COX-1) and β-actin in platelets (PLTs) and MPs. Data are 

representative of 3 independent experiments performed using platelets and MPs from 3 

blood donors. (g) Indicated amounts of exogenous AA were added to platelet MPs and 12-

HETE and TxB2 were measured using HPLC (n=3, t test, comparing to respective DMSO 

control      * p<0.05, *** p<0.0001).  
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Figure 3-3. The 12-LO product, 12(S)-HETE, is the trigger of MP internalization.  

 

(a) Representative confocal microscopy 3D reconstruction of activated neutrophils 

(cytoplasm is red and nuclei is cyan), interacting with platelet MPs (green) in presence of 

human recombinant sPLA2-IIA or 12(S)-HETE (1µM). (b, d-f) Bar graphs indicate the 

relative localization (surface versus intracellular) of the MPs incubated with activated 

neutrophils during 2h at 37°C, in the indicated conditions. Data were obtained by confocal 

microscopy from 100 neutrophils per condition (n=3 for each panel, Mann-Whitney test 

comparing to diluents or indicated conditions, *** p<0.0001). Thromboxane A2 (TXA2c), 

12-hydroxyheptadecatrienoic acid (12-HHTrE). (c) MPs were generated using platelets 

from wild type (red ALOX12+/+ MPs) mice and mice lacking the expression of 12-LO 

(green ALOX12-/- MPs). Detection of 12-HETE was determined by HPLC after 30min at 

37°C of incubation of AA (100µM) or diluent DMSO with ALOX12+/+ MPs or ALOX12-/- 

MPs (n=3, Mann-Whitney test on indicated conditions *p<0.05 **p<0.001). (d) Activated 

neutrophils were incubated 2h at 37°C in presence of combinations of ALOX12+/+ MPs and 

ALOX12-/- MPs (50:50) or single groups of MPs (ALOX12+/+ MPs or ALOX12-/- MPs) and 

treated with/out recombinant sPLA2-IIA or with/out 12(S)-HETE (1µM). (e) Activated 

neutrophils were treated 10min, at 37°C with the antagonists of BLT1 (CP105696 : CP, 

10nM) and BLT2 (LY255283 : LY, 100nM) receptor alone and in combination before the 

addition of platelet MPs and sPLA2-IIA. (f) Activated neutrophils incubated with MPs were 

treated with exogenous 12(S)-HETE (0.1 to 10µM) or 12(R)-HETE (0.1 to 10µM). 
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Figure 3-4. The concerted action of sPLA2-IIA and 12-LO in MP internalization.  

 

(a) Platelet MPs in synovial fluid of RA patients were quantified by high sensitivity flow 

cytometry using an antibody directed against CD41 epitope (n=6 RA patients). (b) 

Representative confocal microscopy picture of purified CD66b+ neutrophils (detected using 

a FITC-conjugated anti-CD66b antibody) isolated from the synovial fluid (SF) of patients 

suffering of RA (n=6). For comparison, circulating neutrophils isolated from healthy blood 

donors (n=6) were activated and incubated with MPs and sPLA2-IIA. Platelet MPs were 

detected using a phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD41 antibody (red) and nucleus was 

labeled with Hoechst (blue). Scale bars represent 10µm. (c) Bar graph indicates the relative 

localization (surface vs intracellular) of the CD41+ MPs, in neutrophils isolated from 

arthritic patients. The quantification was performed on 100 neutrophils per donor using 

confocal microscopy (n=6). (d,e) Equivalent arthritis scores (clinical index of 10 at day 5, 

see experimental design for details) were induced in sPLA2-IIA deficient (sPLA2-IIA-/-) and 

sufficient (sPLA2-IIATGN) mice to assess MP internalization by neutrophils in arthritic 

ankles. Fluorescently labeled MPs (ALOX12+/+ or ALOX12-/-) were intravenously injected 

in the mouse tail vein and the neutrophils retrieved in the arthritic joints were collected for 

confocal microscopy analyses. (d) Representative confocal microscopy images of 

neutrophils identified using FITC-conjugated anti-GR1 and the presence of neutrophil 

distinctive polymorphonuclei (cyan). The presence of MPs was determined as red 

fluorescence. (e) Mean fluorescence intensity (MFI) of the red fluorescence signals present 

intracellularly was measured on 100 neutrophils per mice. Bar graph presents specific MFI 

(MFI of MP injected mice minus PBS injected mice) (n=6, Mann-Whitney test, ** 

p<0.005 and *** p<0.0001). 
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Figure 3-5. Platelet MPs can transfer complexes cargo such as transcription factors, 

nucleic acids and organelles inside neutrophils.  

 

(a) Representative immunoblots of COUP-TF I, COUP-TF II and NF-κB in platelet MPs 

(n=3). (b) Representative confocal microscopy images of activated neutrophils after 

incubations with/out MPs and sPLA2-IIA. COUP-TF I (cyan) is pointed by white arrows in 

CD66b (green) neutrophils with blue nuclei. Platelet MPs were detected using an anti-

CD41 antibody (red). Scale bars represent 10µm. (c) Pie chart representation of the top 10 

families of miRNA found in MPs based on intensity expression in miRNA arrays (n=3). 

(d) Luciferase reporter assay of miR-451 activity was measured in the PLB-985 

differentiated neutrophil like cell-line incubated 48h at 37°C in presence of MPs (treated 

with or without human recombinant sPLA2-IIA) (n=3, t test, * p<0.05 compared to 

diluent). (e) Representative confocal microscopy images of activated neutrophils incubated 

with MPs in presence or absence of sPLA2-IIA. These MPs were labelled with CMFDA 

(green) and MitoTracker (red). Green and red MPs are MitoMPs and pointed with white 

arrows on neutrophils surface or with white arrow heads inside neutrophils. Scale bars 

represent 10µm. Graph bars indicate the relative localization (surface vs intracellular) of the 

MitoMPs, depending on the neutrophil and MitoMP treatments. Data were obtained from 

100 neutrophils per condition repeated at least 3 times with cells from different donors 

(n=3, Mann-Whitney test compared to MPs condition *** p<0.0001). (f) Representative 

TEM of activated neutrophils incubated with MPs in presence of sPLA2-IIA. Each arrow 

head point MitoMPs internalized in neutrophils. 
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Figure 3-6. sPLA2-IIA and 12-LO concerted activities promote inflammation. 

 

(a) Phenotypical observations of the indicated groups of mice. sPLA2-IIATGNALOX12+/+ 

and sPLA2-IIATGNALOX12-/- exhibit alopecia and hyperkeratosis with features reminiscent 

of psoriasis (without leukocyte infiltration), absent in control animals.  (b) Immunoblot of 

12-LO and β-actin on platelet lysates from indicated group of mice. Data are representative 

of 3 independent experiments. (c) Bar graph indicates neutrophil number in blood in 

indicated mice (n=6 mice/group). (d) Arthritis severity was evaluated after administration 

of K/BxN serum in sPLA2-IIA-/-ALOX12+/+; sPLA2-IIATGNALOX12+/+; sPLA2-

IIATGNALOX12-/-; sPLA2-IIA-/-ALOX12-/- mice (n=15 mice for each group). (e) Equivalent 

arthritis scores (see experimental design in method section) were induced in the 4 groups of 

mice to assess MP internalization by neutrophils from arthritic ankles. Fluorescent MPs 

(ALOX12+/+) were intravenously injected in the mouse tail vein and neutrophils were 

visualized by confocal microscopy analyses.  Representative confocal microscopy images 

of neutrophils identified using FITC-conjugated anti-GR1 and the presence of neutrophil 

distinctive polymorphonuclei (cyan). The presence of MPs was determined by red 

fluorescence. (f) ALOX12-/- and ALOX12+/+ MPs were intravenously injected in sPLA2
-/-

ALOX12-/- and sPLA2-IIATGNALOX12-/- mice afflicted with equivalent arthritis scores. 

The presence of MPs was determined by red fluorescence. Red fluorescent MPs present 

intracellularly were quantified as specific mean of fluorescence intensity (MFI) in 100 

neutrophils per mice (repeated with 6 mice) after substracting the background fluorescence 

displayed by neutrophils from mice injected with diluent. Graph bar presents the percentage 

of specific MP internalization in each condition relative to specific MP internalization by 

neutrophils from sPLA2-IIATGNALOX12+/+ arthritic mice (used as positive control mice) 

(n=6, Mann-Whitney test, comparing to sPLA2-IIATGNALOX12+/+, *** p<0.0001).  
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Figure 3-7. Model  

 

Schematic representation of the mechanism underlying platelet MP internalization in 

activated neutrophils. Platelet MPs express 12-LO, and upon membrane hydrolysis by 

sPLA2-IIA, generate 12(S)-HETE. 12(S)-HETE triggers MP internalization in neutrophils 

through BLT2 activation, thereby promoting platelet MP cargo transfer to neutrophils. The 

concerted action of sPLA2-IIA and 12-LO enhances inflammation. 
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3.11. SI appendix 

3.11.1. Supplementary methods 

3.11.1.1. Characterization of MPs 

3.11.1.1.1. Stimulation of platelets 

Platelets (100.106 platelets/ml) were stimulated with collagen (0.5µg/ml, 18h) or (in Fig. 

S3b) with thrombin (Sigma, 0.1U/ml 1h), or XL-CRP (generous gift from Richard W. 

Farndale, UK, 400ng/ml, 2h).  

 

3.11.1.1.2. Density gradient 

Density gradient was used to further characterize MPs taking in consideration the 

heterogeneity of MPs. Iodixanol (Optiprep, Sigma, stock 60%) was diluted in PBS 1X 

(filtered on 0.2µm) to obtain 5%, 10%, 20%, 40% of iodixanol. The discontinuous gradient 

was formed with a 3ml layer of the 40% solution overlaid with 3ml of the 20%, 10% and 

5% solutions, successively. Concentrated MPs (100µl in Tyrode buffer corresponding to an 

average of 8.108 MPs or 87µg of protein) were put on top of the gradient. Gradients were 

centrifuged at 100 000g, 18h, 4°C. Each fraction (1ml) was carefully collected. Fraction 1 

corresponds to the bottom of the gradient, and fraction 12 corresponds to the top of the 

gradient. Each fraction was divided for size analysis (10%) and EV content analysis (90%). 

For EV content analysis, proteins were precipitated with 15% (final concentration) of 

trichloroacetic acid (TCA, Sigma) during 30 min on ice. Precipitates were centrifuged at 

13000g, 15 min at 4°C, then washed twice with acetone (Fisher). Pellets were resuspended 

in 100µl PBS1X. Twenty microliters were solubilized in Laemmli’s sample buffer and 

analyzed by SDS-PAGE. 

 

3.11.1.1.3. Size analysis 

Concentrated MPs and fractions (3 to 7) of gradients were diluted at 1/1000 in PBS1X 

(filtered with 0.2µm) and analyzed on Zetasizer Nano S (Malvern instrument, Ltd., 

Malvern, UK).  
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3.11.1.2. MP localization 

To visualize organelles, neutrophils were pre-labeled with 1µM of ER-trackerTM 

(Invitrogen), Golgi-IDTM (1X, Enzo Life Science), 100nM MitoTracker® Deep 

(Invitrogen) and 100nM of LysoTracker® Red(Invitrogen) during 30min 37°C, prior to 

incubation with compatible fluorescently labeled MPs.  

 

3.11.1.3. Genotyping 

PCR was used to confirm the genotype of sPLA2-IIATGNALOX12-/- mice. Tail tips were 

collected and processed with direct PCR lysis Reagent (Viagen biotech inc) and proteinase 

K (1/50 Wisent). Primers (Integrated DNA techonologies IDT) used for specific 

amplification of ALOX12 were (5’ CCT CAG TGC AGG AAC CTG TG 3’), (5’ CTG 

CTA CCC ATG GCT ATC CAG 3’) and (5’ TAC TTC CAT TTG TCA CGT CCT G  3’). 

The PCR cycling condition consisted of an initial step at 95°C for 15min, followed by a 

three-step amplification at 94°C for 45s and 58°C for 60s and 72°C for 60s (35 cycles) then 

72°C for 10min on PTC-200 (Peltier Thermal Cycler, MJ research).  

 

3.11.1.4. Generation of recombinant sPLA2-IIA 

Human recombinant sPLA2-IIA and human recombinant mutant H48Q sPLA2-IIA were 

produced as described(1).  

 

3.11.1.5. Analysis of TXB2 and 12-HETE by HPLC 

MPs (2.5.105) were incubated with 10µM or 100µM of AA (Cayman) for 15min at 37°C. 

Reaction was stopped by denaturation with 10 volumes of a cold stop solution 

[(methanol/acetonitrile, Fisher) (1/1, v/v)] containing 12.5ng of each of prostaglandin B2 

(PGB2) and 19-OH-PGB2 as internal standards. The denatured samples were centrifuged 

(600g, 20min at 4°C) and the supernatants were then evaporated to 1ml using a stream of 

nitrogen (in a water bath at 22°C) and analyzed by HPLC as described previously (2). 

Quantification of the various metabolites was achieved by using the internal standards. For 

calibration, 12-HETE and 12-HHTrE were used. 
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3.11.1.6. Reagents for confocal microscopy 

Cells were mounted with Prolong gold anti-fade reagent (Invitrogen). Cells were analyzed 

by spinning disc confocal microscope using 63x objective (Quorum Spinning Disc Wave 

FX, Quorum technologies, Guelph, Canada) and Velocity software version 5.4.0. For 3D 

imaging, cells were analyzed using an IX81-ZDC confocal microscope equipped with a 

FV1000 scanning head and an Olympus 60X OSC NA 1.4 objective lens. Acquisition and 

exportation of z-stacks were performed with Fluoview imaging software ASW3.1a 

(Olympus America Inc). Maximum intensity projections and volume rendering were 

calculated using Surpass module in Bitplane Imaris 7.5.1.  

 

3.11.1.7. Electronic microscopy 

For scanning electronic microscopy, samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde and 2% 

PFA for at least 24h, then the samples were fixed with osmium tetroxide (1% in sodium 

cacodylate buffer), dehydrated, air-dried and finally metalized with gold palladium. Cells 

were observed with a JEOL 6360LV scanning electron microscope (Tokyo, Japan).  

For transmission electronic microscopy, samples were fixed in PFA 2% 24h before 

deshydrated, embedded in LR white. Samples were stained with uranyl acetate 3%, 

5minutes and analyzed on a FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN transmission electron 

microscope at 80kV. 

 

3.11.1.8. Immunoblotting analyses 

Platelet and MPs were lysed in lysis buffer (20mM Tris HCl pH7.8, 1.25mM EDTA, 0.5% 

triton, 0.5% NP-40, 120mM NaCl, 2mM PMSF, Sigma). Protein content of lysates was 

determined using the Pierce BCA protein assay kit (Fisher). Proteins (10µg or 91.106MP ± 

20.106 ) were separated in SDS-PAGE (10%), transferred to a PVDF membrane and the 

candidate proteins were detected using antibodies against 12-LO (Santa Cruz, used at 

1µg/ml), Txs (Cayman, used at 1µg/ml), Cox-1 (Cayman, used at 5µg/ml), β-actin (Sigma, 

clone AC-15 used at 1/15000) both forms of COUP-TF (COUP-TF I/NR2F1 and COUP-

TF II/ NR2F2) (R&D Systems, used at 1µg/µl), NFκB (Cell signaling, used at 1/1000), 

TSG101 (abcam, clone 4A10 used at 0.1mg/ml) and VDAC (Cell signaling used at 
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11.6µg/ml). The membranes were incubated with peroxidase-conjugated antibodies 

recognizing primary antibodies (Jackson Immunoresearch, used at 0.08µg/ml). 

 

3.11.1.9. Detection of transcription factors  

Lysates of platelets and MPs (15µg equivalent to 1.36.108  MP ± 30.106) were analyzed 

using TF Activation Profiling Plate arrays II (Signosis) according to manufacturers protocol 

and quantification was determined using relative luminescence unit (RLU) for each 

condition. 

 

3.11.1.10. DNA precipitation assay 

COUP TF-I binding assay was performed as described elsewhere (3). Briefly, streptavidin 

magnetic beads (30µl, Promega) were washed twice with 1X B&W buffer (5 mM Tris pH 

7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl) then 100 ng of a biotinylated binding sequence of COUP-

TF I (5’Biotin TGC TCT TGC TAG GTC ATA GGT CAT CTT GCT 3’) and (5’ AGC 

AAG ATG ACC TAT GAC CTA GCA AGA GCA 3’) (IDT) were bound to the beads in 1X 

B&W buffer for 1 h at RT. Beads were washed twice in 1X B&W buffer, once with 1X 

binding buffer (5% glycerol, 20 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.15% Triton 

X-100, 100 mM NaCl, 4 mM MgCl2) and blocked with 1% BSA  for 1 h at 4°C. Bound 

biotinylated oligonucleotides were then mixed with 10 μg of poly (dI-dC) and 50μg of MP 

lysates (equivalent to 4.5.108 MPs) in a total volume of 500μL of 1X binding buffer 

containing protease inhibitors, and incubated for 2 h at 4°C with rotation. Samples were 

washed five times in 1X binding buffer. Bound proteins were solubilized in Laemmli 1X 

buffer and analyzed by Western blot.  

 

3.11.1.11. RNA detection in platelet MPs and neutrophils 

Affymetrix arrays were performed at the CHU de Québec Research Center Core Facility 

(Quebec, Canada). Briefly, 100ng of total RNA and 130ng of miRNA ((8.75.108 

MPs±2.6.104) were labeled using flashTag Biotin HSR (Genisphere, Hatfield, PA) and 

hybridized on Gene Chip 2.0 ST (Affymetrix, Santa Clara, CA) and Gene Chip miRNA 3.0 

Array, respectively. Arrays were scanned on a GeneChip scanner 3000 G7 (Affymetrix), 

and CEL files were analyzed with the Partek software version 6.6 (Partek Incorporated). 
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Microarrays from total RNA were subjected to background substraction by using robust 

multi-array analysis (RMA) and logarithmic transformation. A threshold was applied to 

normalized data and excluded mRNAs and miRNAs with intensity values lower than the 

median of data set expression matrix, which is 5 and 1.3 for RNAs and miRNAs 

respectively. RNA profiles of neutrophils incubated with sPLA2-IIA versus neutrophils 

incubated with a combination of MPs and sPLA2-IIA were compared by ANOVA in Partek 

software. RNA changes between neutrophils and neutrophils incubated with a combination 

of MPs and sPLA2-IIA were selected based on this criterion: 1.5 fold change in expression 

in either direction was required. 

 

3.11.1.12. Quantitative RT PCR 

Quantitative PCR was used to confirm the RNA modulations identified in Arrays. RNA 

from 15x106 neutrophils in indicated conditions was isolated using Trizol (Invitrogen) and 

following the procedure of the manufacturer. RNA (1µg) was subjected to reverse 

transcription using MLV-RT (Invitrogen). Primers and probes (IDT) were used for specific 

amplification of CCL5 (5’ TGC CCA CAT CAA GGA GTA TT 3’, forward; 5’ GTA CTC 

CCG AAC CCA TTT CT 3’, reverse), PPBP (5’ TGA TAC CAC CCC TTC CTG TA 3’, 

forward; 5’ GCG GAG TTC AGC ATA CAA GT 3’, reverse), NCF-1 (5’ ACA CCT TCA 

TCC GTC ACA TC 3’, forward; 5’ TAG ACC ACC TTC TCC GAC AG 3’, reverse), 

GAPDH (5’ CAA CGG ATT TGG TCG TAT TGG 3’, forward; 5’ GCA ACA ATA TCC 

ACT TTA CCA GAG TTA A 3’ reverse). The qPCR cycling condition consisted of an 

initial step at 50°C for 2min, 95°C for 10min followed by a three-step amplification at 95°C 

for 15s and 56°C or 58°C for 30s and 72°C for 30s (40 cycles) on Rotor Gene-3000 

(QIAgen). Relative expression of interest gene was performed by using the following 

formula: 2-∆Ct, ∆Ct corresponds to Ct mean (interest gene) - Ct mean (GAPDH).  

 

3.11.1.13. MicroRNA functional assays 

The miR-451 reporter constructs were created by inserting a sequence complementary to 

hsa-miR-451 in the Xho1/Not1 sites of psiCHECK-2 vector (Promega), downstream of the 

Renilla luciferase reporter gene. All the constructs were verified by DNA sequencing. db-

AMPc differentiated PLB-985 were transfected by nucleofector system from Amaxa (2x106 
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cells in suspension in 100µl of nucleofection buffer containing 1.5µg of vector (miR-451-

psiCHECK-2), electrical setting U-002. Transfected cells were immediately transferred to 

pre-warmed complete medium containing 0.3mM dbcAMP. 24h after transfection, cells 

were incubated with MPs or a combination of MPs and sPLA2-IIA during 24h at 37°C. db-

AMPc differentiated PLB-985 (5.106cells/ml) were incubated with MPs (350 000MP/µl) or 

a combination of MPs and sPLA2-IIA (0.1µg/µl) during 24h at 37°C. (70 MPs/PLB). 

Renilla luciferase and Firefly luciferase activities were measured with Dual Glo luciferase 

reagents (Promega) using a luminometer (Dynex Technologies). 
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3.12.2. Supplementary figures 

 

 

 

 

 

 

 
  



 

167 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3-1. Platelet MP characterization 

 

(a) Flow cytometry analyses of platelet MPs. Platelets were labelled with CMFDA and 

stimulated with collagen. MPs were concentrated and labelled using fluorochrome 

conjugated anti-CD41 antibody (n=5). The great majority of platelet MPs express CD41 

and the fluorescent dye. (b) Flow cytometry analysis of platelet microparticle generation 

process (n=3). (c) Washed platelet (wp) and remnant platelets in MP concentrates (MP) 

were counted by cell counter (n=3). (d) Platelet microparticle size analysis using Zetasizer 

nano S (n=3, d.nm corresponds to diameter size in nanometer). (e) Density gradient 

analysis of concentrated platelet microparticles analyzed by western blot. Representative 

blot of 3 different donors. Each density fraction was measured and reported down of each 

fraction. (f) Size analysis detected by Zetasizer nano S of vesicles in fractions 3 to 7 of the 

gradient.  (g) Flow cytometry analyses of platelet MitoMPs.  Platelets were labeled with 

CMFDA and mitochondria dye (Mitotracker) and stimulated with collagen. MPs were 

concentrated and analysed by flow cytometer (n=5). Half of CMFDA platelet MPs express 

Mitotracker dye. 
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Supplementary Figure 3-2. Platelet MPs bind neutrophils.  

 

(a) Representative scanning electronic microscopy (SEM) visualization of an activated 

neutrophil (TNF/GM-CSF and immune complexes) coated with or without platelet MPs 

(indicated by black arrows). Scale bar represents 1µm.  (b) Mean of fluorescence intensity 

(MFI) indicating MP signals was determined by flow cytometry after coincubation of 

neutrophils with red fluorescent MPs during 15, 30 or 120 minutes (n=5, Mann-Whitney 

test, non significant difference between all data). (c-e) Flow cytometric kinetic assessment 

of the association of (c) native, (d) primed (TNF/GM-CSF) and (e) activated (TNF/GM-

CSF + immune complexes) neutrophils with MPs in presence or absence of human 

recombinant sPLA2-IIA (n=5 Mann-Whitney test, non significant difference between 

neutrophils incubated with MPs with/without sPLA2-IIA for different incubation durations.  
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Supplementary Figure 3-3. Platelet MPs obtained by various agonists are internalized 

by neutrophils.  

(a) (Left panels) Representative confocal microscopy images of native and activated 

neutrophils (cytoplasm and nuclei shown in red and cyan, respectively) in presence of MPs 

(green) and recombinant sPLA2-IIA for 30min at 37°C. Surface (white arrows) and 

internalized MPs (white arrowheads) are presented. Scale bars represent 10µm. (Right 

panels) Graph bars present the localization of MPs after 30min of co-incubation with  

neutrophils, depending on the stimuli. Data were obtained from 100 neutrophils per 

condition (repeated 3 times) and are presented as percentage (n>3, Mann-Whitney test 

comparing to MP condition*** p<0.0001). (b) Graph bars present the localization of MPs 

after 2h of co-incubation with activated neutrophils. Platelet MPs were obtained after 

stimulation of platelet with collagen, or cross-linked collagen related peptide (XL-CRP), or 

thrombin. Data were obtained from 100 neutrophils per condition (repeated 3 times) and 

are presented as percentage (n=3, Mann-Whitney test comparing to MP condition*** 

p<0.0001).  
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Supplementary Figure 3-4. Platelet MPs localize at the endomembrane system in 

neutrophils.  

 

(Left panels) Representative confocal microscopy images of neutrophil endoplasmic 

reticulum (ER) (a), Golgi apparatus (Golgi) (b), lysosome (Lyso) (c), mitochondria (Mito) 

(d) visualized using false color (red) and green platelet MPs. The neutrophil plasma 

membrane was identified using anti-CD66b (cyan) (for ER, Golgi and lysosome labeling). 

Cytoplasm was shown in cyan (for mitochondria labeling). Nuclei of neutrophils were 

labeled in blue. Co-localizations are indicated with white arrows (n=3). Scale bars 

represent 10µm. (Right panels) Graph bars show the percentage of neutrophils in which 

MPs localize with specific organelles and the percentage of organelles that co-localize with 

intracellular MPs. Data were obtained by confocal microscopy on 100 neutrophils per 

condition (n=3).  
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Supplementary Figure 3-5. MP internalization is dependant of endocytic pathway. 

 

 

Graph bars indicate the relative localization (surface vs intracellular) of the MPs, depending 

on the neutrophil treatment. Activated neutrophils were treated with dynasore (dynamin 

inhibitor, dyn, 50µM), nocodazole (microtubule polymerization inhibitor, noco, 10µM), 

chlorpromazine (clathrine dependant endocytosis inhibitor, chlo, 40µM) and nystatin 

(clathrine independant endocytosis inhibitor, nys, 1µg/ml) before MP incubation. MPs were 

pre-incubated with/out sPLA2-IIA. Data were obtained from 100 neutrophils per condition 

repeated at least 3 times with cells from different donors (n=3, Mann-Whitney test 

compared to diluent *** p<0.0001). 
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Supplementary Figure 3-6. Quantification of the lipids released by sPLA2-IIA from 

MPs.  

 

Platelet MPs were incubated with sPLA2-IIA for 30 min at 37°C. (a) The indicated 

lysophospholipids were quantified by mass spectrometry (n=2). (b) Mass spectrometric 

measurements of the indicated fatty acids released by sPLA2-IIA from platelet MPs (n=2). 

(c) Mass spectrometry measurements reveal that AA liberated by sPLA2-IIA from MPs is 

metabolized in eicosanoids within 30min (n=2).  
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Supplementary Figure 3-7. MP internalization occurs independently of 

lysophospholipids and cyclooxygenase activity.  

 

(a) LPC (10µM) was exogenously added to activated neutrophils in presence of MPs and 

the internalization was determined using confocal microscopy. Data were obtained from 

100 neutrophils per condition (n=3, Mann Whitney test, compared to diluent, *** 

p<0.0001). (b) MPs were treated with cyclooxygenase inhibitor indomethacin (20µM, 

10min, 22°C) and added to activated neutrophils 2h at 37°C. The quantification of 

internalization was assessed using confocal microscopy on 100 neutrophils per condition 

(n=3, Mann Whitney test comparing to diluent, *** p<0.0001).  
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Supplementary Figure 3-8. Molecular content of MPs. 

Graphs presenting the 15 most abundant transcription factors expressed in platelets (a) and 

platelet MPs (b) determined by arrays Transcription Factor Activation Profiling Plate 

(n=2). (c) Platelet MP lysate (input) was incubated with biotinylated DNA sequence 

recognized by COUP TF I and precipitated with streptavidin beads (DNA P) (see also 

supplementary methods). Presence of functional COUP-TF I was then revealed with an 

antibody directed against COUP-TF I. As negative controls, no COUP-TF I is detected if 

the DNA sequence was omitted (streptavidin beads alone), and 12-LO is not precipitated by 

COUP-TF I DNA sequence and streptavidin beads. Data are representative of 3 

independent experiments. (d) Representation of the 15 major biological processes, 

according to an in silico analysis in which the mRNA expressed in MPs are involved (n=3). 

(e) Level of selected miRNAs present in MPs (n=3 blood donors) assessed by quantitative 

PCR. Cycle threshold (Ct).  
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Supplementary Figure 3-9. Platelet MPs are internalized in presence of 12(S)-HETE 

in a neutrophilic cell line.  

(Left panel) Representative confocal microscopy images of activated PLB-985 

differentiated in neutrophil. PLB-985 cytoplasm and nuclei were shown in red and cyan, 

respectively. Cells were incubated with MPs (green) in presence or absence of 12(S)-HETE 

(n=3). Scale bars represent 10µm. (Right panel) Graph bars show the localization of MPs 

after 2h of incubation at 37°C with PLB-985 differentiated in neutrophil, depending on the 

treatments. Data were obtained from 100 activated cells per condition (n=3, Mann-Whitney 

test comparing to diluent (dil) *** p<0.0001). 
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Supplementary Figure 3-10. Characterization of sPLA2-IIATGNALOX12-/- mice  

 

Cell blood analysis from indicated mice were determined using an automatic cell counter 

(Biovet Inc, Québec, Canada) (n=5 mice per groups, Mann-Whitney test **p<0.05 

***p<0.01).  
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Supplementary Figure 3-11. Platelet MPs modulate the transcriptome of neutrophils.  

 

(a) Volcano plot representing the variation of gene expression in activated neutrophils in 

presence of sPLA2-IIA compared to activated neutrophils in presence of sPLA2-IIA 

incubated with MPs (n=3). The graph illustrates p-values and fold changes of gene 

expression based on ANOVA analysis performed with Partek software. The most 

significant variations are annotated. (b) Quantitative PCR was performed on neutrophils in 

presence of sPLA2-IIA and incubated in presence or absence of MPs (n=6 different blood 

donors, Wilcoxon test comparison between MPs and sPLA2-IIA and sPLA2-IIA alone, * 

p<0.05). Chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5), pro-platelet basic protein  PPBP and 

neutrophil cytosolic factor 1 (NCF-1) 
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Datasets : 

Dataset 1. Diversity of the transcription factors expressed by platelets and platelet MPs 

Dataset 2. RNAs detected by microarray in platelet MPs 

Dataset 3. microRNAs detected by microarray in platelet MPs 

Dataset 4. Analysis of variance of microarray data from neutrophils incubated with sPLA2-

IIA in presence or absence of MPs. 

 

They are available at this address :  

http://www.pnas.org/content/early/2015/06/23/1507905112/suppl/DCSupplemental 

 

Movies : 

Movie 1. Platelet MPs are internalized by neutrophils in presence of 

sPLA2-IIA. Confocal microscopy and 3D reconstruction of activated neutrophils (red 

cytoplasm and blue nuclei) incubated with MPs (green) and human recombinant sPLA2-

IIA. 

Movie 2. Platelet MPs are internalized by neutrophils in presence of 

12(S)-HETE. Confocal microscopy and 3D reconstruction of activated neutrophils (red 

cytoplasm and blue nuclei) incubated with MPs (green) and 12(S)-HETE. 

 

They are available at this address :  

http://www.pnas.org/content/early/2015/06/23/1507905112/suppl/DCSupplemental 

 

 

http://www.pnas.org/content/early/2015/06/23/1507905112/suppl/DCSupplemental
http://www.pnas.org/content/early/2015/06/23/1507905112/suppl/DCSupplemental
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Chapitre 4. Les microparticules de plaquettes en 

présence de sPLA2-IIA modulent le transcriptome et des 

fonctions du neutrophile 

4.1. Avant propos. 

Le Dr. Éric Boilard a conçu et dirigé le projet de recherche. Il a participé à l’analyse des 

données. 

Le Dr. Emmanuelle Rollet-Labelle et Tania Lévesque, ont participé à la réalisation des 

expériences. 

J’ai conçu et réalisé les expériences, analysé, interprété les données et réalisé les analyses 

statistiques. 

4.2. Résumé 

La communication entre les cellules peut être médiée par les vésicules extracellulaires, dont 

les microparticules de plaquette (MPs). Récemment, notre équipe a montré que les MPs 

sont internalisées par les neutrophiles via la sPLA2-IIA et transfèrent leur contenu riche en 

molécules bioactives aux neutrophiles. Notre étude montre ici que les MPs, en présence de 

sPLA2-IIA, modulent le transcriptome et plusieurs voies métaboliques du neutrophile. Les 

MPs en présence de sPLA2-IIA induisent une diminution de l’expression de la caspase 3 

clivée et une augmentation des capacités de phagocytose et de synthèse de leucotriènes.  

4.3. Introduction 

Les communications intercellulaires peuvent être médiées par les microparticules (MPs), 

vésicules de diamètre inférieur à un micron.1-3 Les MPs de plaquettes sont les MPs les plus 

abondantes en circulation dans le sang et sont souvent associées (liées et internalisées) à 

plusieurs types de cellules dont les neutrophiles et les cellules endothéliales (ECs).5,7-12 

Elles sont internalisées par les ECs et les neutrophiles qui reçoivent le contenu riche en 

molécules bioactives des MPs.12,13 Le transcriptome des neutrophiles est modulé par les 

MPs12 cependant les fonctions du neutrophile qui sont altérées sont inconnues. En utilisant 

un modèle où les MPs sont internalisées par les neutrophiles activés (en présence de 

sPLA2-IIA), nos résultats révèlent que les MPs modulent plusieurs voies métaboliques des 
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neutrophiles et des fonctions des neutrophiles telles que la phagocytose et la synthèse de 

leucotriènes. 

4.4. Résultats 

4.4.1. Les microparticules de plaquette en présence de sPLA2-IIA influencent 

plusieurs voies métaboliques du neutrophile. 

Les MPs en présence de sPLA2-IIA peuvent transférer une cargaison élaborée de protéines, 

d’acides nucléiques et d’organelles aux neutrophiles activés.12 L’internalisation des MPs est 

notamment régulée par l’activité de la sPLA2-IIA.12 Afin de déterminer si le transcriptome 

et les voies métaboliques du neutrophile sont modulés à la suite de l’internalisation des 

MPs, des puces à ADN ont été réalisées.12 Le transcriptome des neutrophiles en présence 

de sPLA2-IIA et celui des neutrophiles en présence de sPLA2-IIA et de MPs ont été 

comparés.12 Les analyses bio-informatiques des puces révèlent que la présence des MPs a 

un impact sur de nombreux processus biologiques des neutrophiles incubés avec de la 

sPLA2-IIA (Figure 4-1a). Parmi ceux-ci, la transduction du signal, le métabolisme des 

ARNs, l’adhésion-migration, la chimiotaxie, l’endocytose et l’apoptose sont des processus 

affectés (Figure 4-1a,b). 

4.4.2. Les microparticules de plaquette en présence de sPLA2-IIA induisent une 

diminution de l’expression de la caspase 3 clivée dans les neutrophiles 

Afin de confirmer les résultats bio-informatiques suggérant des modifications dans les 

processus d’apoptose, l’expression de la caspase 3 clivée dans les neutrophiles activés en 

présence de MPs et de sPLA2-IIA a été analysée. Les résultats de cytométrie en flux 

indiquent une diminution significative de l’expression de la caspase 3 clivée lorsque les 

neutrophiles activés sont en présence de MPs et de sPLA2-IIA (Figure 4-2). Ces résultats 

suggèrent que les MPs pourraient induire une diminution des processus apoptotiques aux 

neutrophiles activés.  

4.4.3. Les microparticules de plaquette en présence de sPLA2-IIA induisent une 

augmentation de la fonction phagocytaire du neutrophile 

La phagocytose est une des fonctions du neutrophile et pourrait être modulée en présence 

de MPs et sPLA2-IIA. Les neutrophiles sont traités avec des MPs et sPLA2-IIA puis 

incubés avec des billes de polystyrène. L’analyse en cytométrie en flux révèle que les 
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neutrophiles s’associent aux billes en polystyrène indépendamment de l’incubation 

préalable avec les MPs (Figure 4-3a). Cependant, l’analyse des clichés de microscopie 

confocale dévoile une augmentation significative de l’internalisation de billes par les 

neutrophiles activés ayant internalisés des MPs en comparaison aux neutrophiles contrôles 

(Figure 4-3b,c). Ainsi, les MPs en présence de sPLA2-IIA améliorent les capacités 

phagocytaires des neutrophiles.  

4.4.4. Les microparticules de plaquettes via la sPLA2-IIA contribuent à la biosynthèse 

de lipides inflammatoires. 

Les MPs sont un substrat de la sPLA2-IIA12 qui libère des acides gras dont l’acide 

arachidonique (AA).12 Cet AA pourrait être métabolisé en leucotriènes via la 5-LO et la 

LTA4 synthase des neutrophiles.14 L’analyse en HPLC des produits d’incubation des 

neutrophiles en présence de MPs et sPLA2-IIA indique que le complexe composé de 

sPLA2-IIA et de MPs de plaquette, induit une augmentation de leucotriènes produits par les 

neutrophiles activés (Figure 4-4). Ainsi, les MPs et la sPLA2-IIA contribuent à la 

production de leucotriènes par les neutrophiles.  

Les neutrophiles expriment la cPLA2α qui est impliquée dans les processus de génération 

d’AA pour la synthèse de LTB4 par les neutrophiles.15 Afin de discriminer le rôle de la 

sPLA2-IIA de celui de la cPLA2α dans la synthèse de leucotriènes, les neutrophiles ont été 

traités avec la pyrrophenone (PP), un inhibiteur de la cPLA2α. Une diminution de la 

production de leucotriènes, en accord avec la littérature15 est observée en HPLC lorsque les 

neutrophiles sont traités à la pyrrophenone. Toutefois, le complexe MPs et sPLA2-IIA 

induit une augmentation significative de la génération de leucotriènes dans les neutrophiles 

traités à la PP comparé aux neutrophiles contrôles (sans MPs et sans sPLA2-IIA) (Figure 4-

4). Ce résultat suggère que la sPLA2-IIA libère assez d’AA aux neutrophiles pour la 

synthèse de leucotriènes. Ainsi, les MPs en présence de sPLA2-IIA, et indépendamment de 

la cPLA2α, sont impliquées dans la génération de leucotriènes par les neutrophiles activés. 

4.5. Conclusion-Discussion 

Les MPs modulent plusieurs voies métaboliques et fonctions du neutrophile telles que la 

phagocytose et la synthèse de leucotriènes (Figure 4-1). En présence de MPs et de sPLA2-

IIA, l’expression de la caspase 3 clivée est diminuée (Figure 4-2) suggérant une réduction 
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des processus apoptotiques. Par ailleurs, dans un contexte inflammatoire les neutrophiles 

des articulations de patients arthritiques ont des fonctions altérées dont une apoptose 

réduite.17-20 Les neutrophiles des articulations arthritiques chez l’homme et dans les 

modèles murins internalisent les MPs.12 Les MPs ou les produits issus de l’hydrolyse des 

MPs par la sPLA2-IIA pourraient être impliqués dans la modulation des processus 

apoptotiques des neutrophiles en condition inflammatoire. Cependant, nous présentons ici 

des résultats préliminaires qui méritent d’être approfondis par d’autres méthodes d’études 

des voies apoptotiques telles que la détection de la fragmentation de l’ADN (essaie 

TUNEL) et des marquages de l’activation des caspases (Apostat). La voie d’apoptose 

mitochondriale pourrait être aussi analysée avec la dépolarisation des membranes (JC-1) 

analysable en cytométrie en flux. Par ailleurs, les différents produits d’hydrolyse des MPs 

par la sPLA2-IIA, tels que les lysophospholipides, les acides gras et les eicosanoides 

pourraient initier les processus apoptotiques et devraient être étudiés. 

Le complexe composé de MPs et de sPLA2-IIA génère de forts taux d’AA12 pouvant être 

métabolisé en divers eicosanoides pro ou anti-inflammatoires. Nous observons dans cette 

étude que les neutrophiles en présence de MPs et sPLA2-IIA produisent des leucotriènes. 

Les neutrophiles expriment la cPLA2α, laquelle est impliquée dans les processus de 

génération d’AA pour la synthèse de LTB4 par les neutrophiles.15 Nos résultats indiquent 

que les leucotriènes sont en partie synthétisés indépendamment de la cPLA2α, en présence 

de MPs et de la sPLA2-IIA (Figure 4-4). Ces résultats sont en accord avec ceux de Barry et 

al. qui avait montré de manière élégante que l’AA des microparticules de plaquette pouvait 

être transféré aux cellules endothéliales et aux monocytes pour produire des 

prostaglandines notamment.7 Le LTB4 est un fort chemoattractant et induit aussi la 

phagocytose de Klebsiella pneumoniae.21 Or nos résultats indiquent que la présence de MPs 

et sPLA2-IIA augmentent les fonctions de phagocytose des neutrophiles (Figure 4-3). Le 

LTB4 généré par les neutrophiles en présence de MPs et sPLA2-IIA pourrait aussi induire 

l’internalisation des MPs. Le gain de fonction de phagocytose des neutrophiles grâce aux 

MPs de plaquette pourrait être bénéfique dans l’élimination des MPs et avoir un impact 

dans les maladies inflammatoires telles que l’arthrite rhumatoïde.  
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4.5. Matériel et méthodes 

4.5.1 Cellules  

4.5.1.1. Les plaquettes 

Les plaquettes sont obtenues à partir de don de sang de personnes volontaires en santé selon 

le protocole d’éthique approuvé par le CRCHU de Québec et l’université Laval. Les 

plaquettes sont isolées et activées au collagène pour obtenir des MPs de plaquette comme 

décrit.12 

4.5.1.2. Les neutrophiles 

Les neutrophiles sont isolés à partir de sang périphérique de volontaires en santé et suivant 

les protocoles d’éthique du CRCHU de Québec et de l’université Laval. Les neutrophiles 

sont isolés comme décrit dans Flamand et al. et Duchez et al.12,14 Ils sont primés activés et 

incubés avec des MPs de plaquette comme décrits dans le paragraphe 3.7.4.2. 

Pour les essais de phagocytose, les neutrophiles activés sont pré-traités avec des MPs de 

plaquettes fluorescentes puis ils sont incubés 2h à 37°C avec 350 000billes 

fluorescentes/µL (Peprotech, cyan). 

 

4.5.2. Analyse bio-informatique 

Les puces affymetrix ont été utilisées et analysées comme décrit dans le paragraphe 

3.11.1.11. Les profils d’ARN des neutrophiles activés, incubés avec de la sPLA2-IIA versus 

des neutrophiles incubés avec des MPs et sPLA2-IIA ont été comparés par ANOVA avec le 

logiciel Partek. Les modulations des niveaux d’ARN ont été sélectionnées sur la base d’un 

changement d’expression de 1,5 fois. Les analyses bio-informatiques des résultats de 

transcriptome ont été réalisées avec les logiciels GSEA et ingenuity (IPA).  

 

4.5.3. Détection de la caspase 3 clivée 

La caspase 3 clivée est détectée dans les neutrophiles grace à un anticorps dirigé contre la 

caspase 3 clivée et conjugué au FITC (Apoptosis Kit, BD Bioscience) suivant le protocole 

du manufacturier. Les cellules sont analysées en cytométrie en flux (BD Canto II). 
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4.5.4. Microscopie confocale 

Les cellules sont analysées avec un microscope confocale spinning disc, utilisant un 

objectif 63x (Quorum Spinning Disc Wave FX, Quorum technologies, Guelph, Canada) et 

le logiciel Velocity  version 5.4.0. Pour identifier, localiser et quantifier les MPs et les 

billes de polystyrène en surface ou à l’intérieur des neutrophiles, les images sont processées 

de manière à visualiser un neutrophile par image dans le mode XYZ. Chaque MP ou bille 

est analysée pour sa localisation (dans le cytoplasme), comptée et classifiée dans un groupe 

intracellulaire ou en surface. L’internalisation des MPs est étudiée sur 100 neutrophiles par 

condition et répétée 3 fois en utilisant des MPs et des neutrophiles de donneurs différents.  

 

4.5.5. HPLC 

L’incubation des neutrophiles en présence de MPs et de sPLA2-IIA est arrêtée avec l’ajout 

de 10 volumes de la solution d’arrêt froid [(methanol/acetonitrile, Fisher) (1/1, v/v)] 

contenant 12.5ng de PGB2 et de 19-OH-PGB2 comme standards internes. Les échantillons 

dénaturés sont centrifugés (600g, 20min à 4°C). Les surnageants sont évaporés jusqu’à ce 

qu’il en reste 1ml en utilisant de l’azote puis analysé par HPLC.14 La quantification des 

métabolites (LTB4, le 6,12-epi LTB4, le 20-COOH-LTB4, le 20-OH-LTB4, le LTC4 et le 6 

epi-LTB4) est réalisée à partir des standards internes. Les leucotriènes reportés sur les 

graphiques correspondent à la somme des différents métabolites cités ci-dessus. 

 

4.5.6. Analyse statistique 

Le nombre de répliqua (n) indique le nombre d’expériences réalisées utilisant les cellules 

de n différents donneurs. Les analyses statistiques (Mann-Whitney) sont réalisées avec le 

logiciel Prism software (version 5). 
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4.6. Figures 

 

 
 

Figure 4-1. Evaluation des voies métaboliques du neutrophile modulées par les MPs de 

plaquette 

(a) Voies métaboliques les plus modulées dans les neutrophiles en présence de MPs et 

sPLA2-IIA. Cette analyse ingenuity a été réalisée sur les données ANOVA de l’analyse de 

transcriptome (chapitre 3). Les ARNs up-régulés et les ARNs down-régulés sont indiqués 

en rouge et en vert respectivent, ceux qui ne varient pas sont en gris et ceux qui ne 

correspondent pas aux listes du logiciel sont en blanc. Les carrés oranges indiquent les         

-log(p-value) des voies métaboliques notées. Les nombres indiqués à la droite de chaque 

barre de l’histogramme correspondent au nombre d’ARN appartenant aux voies 

métaboliques dont l’expression est modulée. (b) Compilation des 5 voies les plus modulées 

à partir d’analyse bio informatique, réalisée avec GSEA et Ingenuity (IPA). Les fonctions 

écrites en rouge et en vert représentent les processus up et down régulés respectivement. 

Les p-values obtenues avec IPA et GSEA sont notées. 
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Figure 4-2. Evaluation de l’expression de la caspase 3 clivée des neutrophiles   

Evaluation de l’expression de la caspase 3 clivée dans les neutrophiles après 18h 

d’incubation à 37°C avec des MPs en présence ou absence de sPLA2-IIA. Les résultats sont 

obtenus en utilisant un anticorp dirigé contre la caspase 3 clivée, lequel est détecté en 

cytométrie en flux. Chaque data est normalisée au contôle (n=5, test Mann Whitney test 

comparé au diluent, **p<0.005). 

 

 
Figure 4-3. Evaluation des capacités de liaison et de phagocytose de billes en 

polystyrène par les neutrophiles.  

Les neutrophiles activés sont incubés dans un premier temps avec des MPs vertes, en 

présence ou en absence de sPLA2-IIA durant 2h. Ces neutrophiles sont ensuite incubés 2h 

avec des billes de polystyrènes fluorescentes. (a) Association des neutrophiles préincubés 

avec des MPs en présence ou absence de sPLA2-IIA. Le graphique représente le 

pourcentage de neutrophiles associés avec les billes fluorescentes, détectés par cytométrie 

en flux. (n=5 test Mann-Whitney, il n’y a pas de différence significative entre les 

différentes conditions). (b) Image représentative de microscopie confocale suite à une 

incubation des neutrophiles en présence de billes en polystyrène (cyan). Le cytoplasme des 

neutrophiles est en rouge, le noyau en bleu et les MPs en vert. Les flèches pointent les MPs 

internalisées et les têtes de flèche indiquent les billes internalisées. (c) Le graphique 

représente la localisation des billes après 2h d’incubation avec les neutrophiles pre-incubés 

avec des MPs + sPLA2-IIA. Les résultats obtenus sont issus d’un compte de 100 

neutrophiles par condition et sont représentés en pourcentage de billes totales par 

neutrophile (n=3, test Mann-Whitney comparé au diluent ** p<0.001). 
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Figure 4-4. Evaluation de la synthèse de leucotriènes par les neutrophiles en présence 

de MPs de plaquette et de sPLA2-IIA. 

Les neutrophiles activés sont traités 10 min à 37°C avec de pyrophenone (PP, 100nM)  

pour inhiber la cPLA2α. Ces neutrophiles sont ensuite incubés avec des MPs et de la 

sPLA2-IIA durant 2h à 37°C. Ces lipides sont quantifiés en HPLC. (n=3, test Mann-

Whitney, ** p<0.001, *** p<0.0001). 
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Chapitre 5. Discussion générale 

 

Les plaquettes sont de petits éléments circulants dans le sang et sont connues depuis fort 

longtemps uniquement pour leur implication dans la coagulation. Elles jouent toutefois un 

rôle important dans la réponse immunitaire et l’inflammation.317 Les plaquettes sont 

activées par divers ligands de la MEC (collagène, laminine, podoplanine etc…) et divers 

ligands solubles (thrombine, ADP, thromboxane etc...). Elles bourgeonnent et libèrent des 

microparticules (MPs), des MPs contenant des mitochondries (MitoMPs) et des 

mitochondries libres (freeMitos).286 Les MPs sont abondantes dans les fluides corporels 

humains physiologiques ou pathologiques ainsi que dans les concentrés plaquettaires (CPs) 

pour les transfusions. Les freeMitos récemment découvertes sont quant-à-elles détectées 

dans les concentrés plaquettaires pour transfusion (CPs) ainsi que les liquides synoviaux 

des patients atteints d’AR.286 A l’heure actuelle, peu d’études sont menées sur ces 

freeMitos. Au cours de mon doctorat, j’ai mis en évidence que les freeMitos et les MPs 

étaient la cible d’une enzyme abondante dans les liquides synoviaux arthritiques152 : la 

sPLA2-IIA. Cette dernière contribue à la synthèse de médiateurs lipidiques dont les 

leucotriènes et le 12-HETE à partir des freeMitos et des MPs,286,601 à l’internalisation des 

MPs qui transfèrent leur contenu aux neutrophiles pour moduler leur transcriptome.601  

 

 

 

5.1. Les freeMitos 

5.1.1. Les freeMitos et leurs DAMPs 

 Les mitochondries sont des organelles intracellulaires dont la fonction principale est 

de produire de l’énergie à la cellule. Même sortie de la cellule, elles conservent leur 

capacité de respiration et leur potentiel de membrane est intact.286 Du fait de leur origine 

bactérienne, les mitochondries héritent de molécules telles que les cardiolipines (CLs) et 

l’ADN à motifs CpG197 ; cette dernière est reconnue comme un DAMPs. Un taux 

anormalement élevé d’ADN mitochondrial riche en motifs CpG est détecté dans les CPs 

causant des réactions adverses suite à leur transfusion, suggérant une augmentation du 

nombre de freeMitos dans les CPs.286 En effet, des mitochondries extracellulaires sont 



 

192 

 

visualisées dans les CPs.286 Dans un contexte inflammatoire tel que l’AR, les freeMitos286 

et l’ADN mitochondrial riche en motifs CpG599 sont détectés dans les fluides synoviaux de 

patients arthritiques. Les freeMitos cohabitent donc avec la sPLA2-IIA, abondante dans les 

liquides synoviaux arthritiques,152 qui les hydrolyse et libère de l’ADN mitochondrial riche 

en motifs CpG.286 L’ADN riche en motifs CpG peut être inflammatoire et activer les 

cellules notamment via leur TLR9. Des nucléotides riches en motifs CpG similaires à 

l’ADN mitochondrial injectés directement dans les articulations murines, déclenchent 

l’arthrite.602 Toutefois, les souris TLR9-/- développent une arthrite inflammatoire 

équivalente aux souris exprimant le TLR9 dans le modèle K/BxN.603 Par ailleurs, les LBs 

de la MO de patients arthritiques expriment fortement le TLR9 qui une fois activé, induit la 

sécrétion de cytokines et la prolifération cellulaire.604 Le rôle de l’ADN riche en motifs 

CpG issu des freeMitos devrait être approfondi dans l’AR où plusieurs types cellulaires 

dont neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les plaquettes expriment le TLR9.371 

Nous avons montré que l’ADN mitochondrial induit la génération de NETs286 comme le 

LPS via les TLR2 et 4 sur les neutrophiles.236,237,605-607 De futures études pourraient être 

menées sur l’ADN mitochondrial dans l’activation des leucocytes et notamment le 

neutrophile. Les paramètres d’étude de l’activation de ces leucocytes pourraient être les 

médiateurs lipidiques, les cytokines, les ROS ou la NETose. L’inhibition du TLR9 en 

présence d’ADN mitochondrial pourrait prévenir la relâche de tous ces produits cités. Le 

rôle de l’ADN mitochondrial sur l’activation des plaquettes pourrait être investigué puisque 

d’une part, les plaquettes expriment le TLR9371 et d’autre part, dans l’AR les plaquettes 

sont impliquées dans la sévérité de la maladie et relâchent des MPs.96  L’ADN 

mitochondrial retrouvé dans les liquides synoviaux de patients arthritiques pourrait ainsi 

contribuer à l’activation plaquettaire via le TLR9 et à la relâche des freeMitos, des MPs et 

des MitoMPs. 

 

 Les CLs sont séquestrées dans la membrane interne des mitochondries et ne 

s’exposent qu’à la suite d’un dommage ou d’une dépolarisation des mitochondries. 

L’exposition des CLs sert de stimuli pro-apoptotiques.608,609 Elles contiennent un glycérol 

et ont donc une structure proche du phosphatidylglycerol (PG) pour lequel la sPLA2-IIA a 

peu d’affinité530 cependant cette dernière ne libère pas de lysoCLs.286 Comme les freeMitos 
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gardent leur potentiel de membrane intact,286 les CLs resteraient dans la membrane interne 

des freeMitos et seraient donc inaccessibles à la sPLA2-IIA. Dans l’AR, des anticorps 

dirigés contre les CLs (ACA) sont en circulation610 et d’après nos résultats la sPLA2-IIA ne 

contribuerait pas à la relâche de lysoCLs ou de CLs libres à l’origine de la formation des 

ACA. Par ailleurs, les CLs sont exposées à la surface des cellules apoptotiques609,611,612 

phagocytées par les macrophages qui pourraient les présenter à leur surface. Les CLs lient 

le CD1d et stimulent les cellules Tγδ613 et pourraient ainsi déclencher une réponse 

immunitaire. Cependant les freeMitos pourraient aussi être phagocytées puis ses 

constituants tels que les CLs pourraient être présentées par des cellules présentatrices 

d’antigène.  

 

 

5.1.2. La liaison des freeMitos aux neutrophiles 

 Les neutrophiles humains sont les leucocytes les plus abondants dans la circulation 

sanguine. Ils sont une des premières lignes de défense de l’immunité innée et agissent 

rapidement pour enrayer une infection. Les mitochondries comme mentionnées 

précédemment, présentent des DAMPs relatifs à leurs origines bactériennes. Nous avons 

observé que les freeMitos se lient aux neutrophiles.286 Cette liaison n’a toutefois pas été 

caractérisée. Etant donné que les mitochondries contiennent des peptides formylés  

(fMLP),484 et que les neutrophiles ainsi que d’autres leucocytes tels que les DCs et les 

macrophages expriment des récepteurs au fMLP (FRP1), les freeMitos pourraient se lier via 

ce récepteur. La surface des freeMitos expose la PS (donnée du laboratoire), qui peut être 

reconnue par la lactadherine et Del-1. Ces dernières sont exprimées sur différents types 

cellulaires, dont les ECs. A ma connaissance, l’expression de la lactadherine et de Del-1 n’a 

pas été investiguée sur les neutrophiles. Leur expression et leur implication dans 

l’attachement des freeMitos aux neutrophiles seraient à investiguer en cytométrie en flux 

par exemple. Les freeMitos pourraient aussi se lier aux neutrophiles par l’intermédiaire de 

la sPLA2-IIA. En effet, cette dernière se lie aux HSPG, à la vimentine et à certaines 

intégrines (αvβ3, α4β1 et α5β1) qui peuvent être présents à la surface des 

neutrophiles.555,560-562 En liant d’une part les freeMitos et d’autre part les neutrophiles, la 

sPLA2-IIA pourrait être l’intermédiaire entre l’organelle et le leucocyte. Cette interaction 
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pourrait être caractérisée, en utilisant des héparinases et des anticorps dirigés contre la 

vimentine et les intégrines, et être analysée en cytométrie en flux. Enfin, nous sommes 

conscients que les freeMitos pourraient lier d’autres types cellulaires qu’il serait intéressant 

d’identifier et d’évaluer les conséquences de ces interactions sur l’inflammation 

notamment. 

 

 

5.1.3. L’activation des neutrophiles par les freeMitos 

 L’activation des neutrophiles peut se mesurer par l’augmentation de la sécrétion de 

leucotriènes, de cytokines, de ROS ainsi que son adhésion aux ECs. Nos résultats montrent 

que les freeMitos induisent la génération de leucotriènes (LTB4 notamment) et que la 

sPLA2-IIA et la cPLA2α contribuent à l’amélioration de la production de leucotriènes 

dépendamment des freeMitos. Dans un contexte inflammatoire le LTB4 synthétisé par les 

neutrophiles en présence de freeMitos pourrait attirer d’autres leucocytes, tels que les 

macrophages ou monocytes, d’autres neutrophiles qui pourraient à leur tour produire des 

leucotriènes. Par ailleurs, le LTB4 augmente les capacités de phagocytose de la bactérie 

Klebsiella pneumoniae par les neutrophiles.614 Or fait intéressant, nous avons observé que 

les freeMitos sont internalisées dans les neutrophiles,286 où le LTB4 pourrait jouer un rôle 

dans cette internalisation. De plus, elles peuvent entrer en étant associées à la sPLA2-IIA et 

pourraient être hydrolysées à l’intérieur des neutrophiles par d’autres PLA2 telles que la 

cPLA2α et les iPLA2, déjà connues pour hydrolyser les membranes mitochondriales.615,616 

Ces PLA2 contribuent à la libération de l’AA métabolisé par la 5-LO et par la LTA4 

synthase en LTB4. Ce dernier est considéré comme un lipide inflammatoire notamment par 

son aptitude à induire des NETs,286 à attirer les cellules au foyer inflammé et à les activer. 

Par ailleurs, les freeMitos induisent l’adhésion des neutrophiles murins aux ECs des 

vaisseaux sanguins de manière rapide et significative, suggérant l’activation des 

neutrophiles.286 Le mécanisme mis en place par les neutrophiles pour adhérer aux ECs en 

présence de mitochondries libres n’a pas été étudié. Toutefois, les freeMitos pourraient 

induire l’expression de molécules d’adhésion à la fois sur les neutrophiles et les ECs. Leur  

identification pourrait être menée par une étude en cytométrie en flux.  
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5.1.4. L’internalisation des freeMitos par les neutrophiles 

 Les neutrophiles sont des phagocytes professionnels, mais peuvent aussi utiliser les 

voies d’endocytose pour les petites particules et molécules.227 Nos résultats montrent que 

les neutrophiles internalisent de manière active les freeMitos par endocytose 

dépendamment de la dynamine et la clathrine.286 Les mitochondries contiennent de l’ADN, 

divers ARNs dont les miARNs et des protéines régulatrices de la voie des miARNs telles 

qu’Ago-2.617-620 Ainsi, les mitochondries pourraient transporter des miARNs comme les 

MPs, transférer ces miARNs et ainsi être impliquées dans des processus de communication 

intercellulaire. Par ailleurs, les mitochondries du neutrophile sont peu nombreuses et ne 

jouent pas un rôle prépondérant dans le métabolisme énergétique de la cellule, mais 

maintiennent leur potentiel membranaire pour la signalisation d’apoptose.225,621 En 

endocytant les freeMitos, les neutrophiles augmentent alors le nombre de mitochondries. 

Toutefois, les mitochondries des plaquettes n’ont pas le même profil bioénergétique que les 

mitochondries de neutrophile. Les premières peuvent consommer l’oxygène et faire de la 

glycolyse alors que les deuxièmes se limitent à la glycolyse.622-624 Le profil énergétique des 

neutrophiles ayant internalisé des freeMitos pourrait être modifié. Cette modulation 

pourrait être analysée grâce au SeaHorse, appareil permettant de mesurer les paramètres de 

respiration et de glycolyse. Enfin, les freeMitos pourraient être internalisées par d’autres 

cellules du système immunitaire et par les ECs et influencer ainsi leurs fonctions.  

 

 

 

5.2. Les microparticules de plaquettes 

Les MPs de plaquettes sont les MPs les plus abondantes en circulation. Elles peuvent être 

produites suite à la stimulation des plaquettes, entre autres, avec de la thrombine, de l’ADP, 

du collagène ou des complexes immuns.98,286,431,452 Dans notre étude (chapitre 3), nous 

avons utilisé des MPs de plaquettes stimulées au collagène puisque le récepteur au 

collagène GPVI joue un rôle important dans la pathogenèse de l’arthrite, où les souris 

GPVI-/- développent une arthrite modérée dans le modèle K/BxN.96 Selon un article publié 

par la société internationale des vésicules extracellulaires (ISEV) une caractérisation 
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complète des MPs doit être fournie dans chaque publication en utilisant trois techniques 

différentes au minimum.625 Nos MPs de plaquettes ont été quantifiées avec un cytomètre en 

flux couplé à un photomultiplicateur permettant de visualiser les vésicules jusqu'à 

100nm.98,433 Cependant, l’estimation de la taille des MPs a été évaluée en utilisant un 

nanosizer (Dynamic Light Scattering (DLS)) et aurait aussi pu être mesurée avec le 

Nanoparticle tracking analysis (NTA). En revanche, ces méthodes excepté le NTA ne 

peuvent pas déterminer l’origine des MPs. La cryo-TEM432 et la cytométrie en flux en 

utilisant des anticorps spécifiques couplés à des billes d’or ou fluorochromes, permettent de 

déterminer l’origine des MPs, leur taille et même leur concentration.432,433 Afin de définir 

les vésicules extracellulaires, l’ISEV propose l’identification de protéines contenues dans 

les différentes catégories de vésicules (exosome, MPs et corps apoptotiques). Les 

plaquettes peuvent libérer des exosomes et des MPs431,626 qui contiennent des protéines 

telles que Hsp70 (exosome et MPs), CD41 (MPs), TSG101 (exosome)431 et qui expriment 

les tétraspanines CD63 et CD9 souvent utilisées pour définir les exosomes. Ainsi, il 

apparait complexe de différencier les exosomes des MPs, cependant, il a été mis en 

évidence récemment que les MPs de plaquette contiennent des mitochondries286 trop 

volumineuses à priori pour être enfermées dans les exosomes. Les protéines 

mitochondriales telles que VDAC deviennent alors un bon marqueur de MPs. 

 

 

5.2.1. Hydrolyse des MPs par la sPLA2-IIA 

 Les MPs de plaquettes sont abondantes en circulation et sont impliquées dans 

plusieurs pathologies dont l’AR.95,96,409,627 La composition lipidique des MPs de plaquettes 

est peu étudiée,436,628,629 toutefois leurs membranes contiennent divers acides gras et 

phospholipides lesquels sont la cible des sPLA2 telles que la sPLA2-IIA.433,533,601 Nos 

résultats révèlent le lipidome des MPs de plaquette en lysophospholipides et acides gras 

libérés par la sPLA2-IIA. L’AA est l’acide gras majoritairement libéré et peut être  

métabolisé en prostaglandines et en leucotriènes (discuté plus bas). Cependant, les autres 

acides gras libérés des MPs par la sPLA2-IIA sont aussi métabolisables. En effet, l’acide 

oléique est un acide gras insaturé composant majoritairement les phospholipides 

membranaires. Il forme 17% des acides gras totaux couplés à la phosphatidylcholine qui est 



 

197 

 

le principal phospholipide dans les plaquettes.630 Ce lipide peut inhiber l’agrégation des 

plaquettes stimulées au collagène, inhiber l’agrégation ainsi que la dégranulation des 

neutrophiles traités au fMLP630,631 et induire une augmentation des niveaux de calcium 

intracellulaire suggérant une activation des cellules.632 L’acide linoléique quant à lui peut 

être métabolisé par la 15-LO en 13-HODE. La 12-LO de plaquette métabolise l’acide 

linoléique en 9-HODE (hydroxyoctadecadienoic acid).633,634 Ces eicosanoides 9-HODE et 

13-HODE sont retrouvés dans les LDLs des patients arthritiques ainsi que dans les 

articulations murines dans le modèle Lyme arthritis.635,636 Ils induiraient notamment la 

production d’IL-1β et la résorption de l’os.636 Enfin, le DHA peut être métabolisé par les 

12- et 15-LO des macrophages en résolvine et en maresine.637 Par ailleurs, la maresine-1 est 

synthétisée  lorsque les neutrophiles interagissent avec les plaquettes.399  

 

 Les MPs de plaquettes contiennent la machinerie nécessaire à la production 

d’eicosanoides, telle que la 12-LO,443 la thromboxane synthase et la COX-1. Elles sont 

actives et elles génèrent leurs produits respectifs soit le 12-HETE et le TXA2. Par ailleurs, 

les produits de prostaglandines synthases et de la 15-LO sont détectés dans les produits 

d’incubation des MPs et de la sPLA2-IIA,601 suggérant la présence de ces enzymes dans les 

MPs. Les enzymes 15-LO, PGE2 et PGF2 synthase sont aussi exprimées dans les 

plaquettes,395,638 elles pourraient alors être transférées aux MPs. Leur expression dans les 

MPs pourrait être analysée en immunobuvardage et en spectrométrie de masse. 

  

 Les acides gras libérés des MPs par la sPLA2-IIA peuvent être métabolisés via un 

mécanisme transcellulaire comme l’avait décrit Barry et al. dans le cas d’un transfert d’AA 

des plaquettes vers les ECs.442 Des résultats préliminaires indiquent que les neutrophiles en 

présence de sPLA2-IIA et MPs produisent des leucotriènes, suggérant que l’AA libéré des 

MPs par la sPLA2-IIA est métabolisé via un mécanisme transcellulaire par les enzymes du 

neutrophile en leucotriènes. De plus, l’AA libéré des MPs par la sPLA2-IIA est aussi 

métabolisé par la 12-LO en 12-HETE qui pourrait être utilisé pour former du 5,12(S)-

diHETE ou des lipoxines. Ces lipides sont présents dans les liquides synoviaux de patients 

atteints d’arthrite et dans les articulations de souris arthritiques.139,635,639 Il serait intéressant 

de mesurer et quantifier en HPLC le 5,12(S)-diHETE et en spectrométrie de masse la 
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lipoxine LXA4 produits par les neutrophiles activés en présence de MPs et sPLA2-IIA. Par 

ailleurs, les souris sPLA2-IIATGNALOX12+/+ développent une arthrite sévère alors que les 

souris déficientes pour l’une ou l’autre des enzymes ont une arthrite modérée. De plus les 

neutrophiles des articulations arthritiques de ces souris sPLA2-IIATGNALOX12+/+ 

internalisent les MPs contrairement aux souris n’exprimant pas l’une ou l’autre des 

enzymes. Ces souris seraient un bon modèle d’étude du 5,12(S)-diHETE et des lipoxines 

produites au cours de l’arthrite, ainsi que de leur implication dans la pathologie et dans 

l’internalisation des MPs.  

 

 Les souris déficientes en 12-LO leucocytaire développent une arthrite plus sévère 

que les souris exprimant cette enzyme, dans le modèle K/BxN suggérant un rôle protecteur 

de la 12-LO de leucocyte.183 En effet, les tissus synoviaux de ces souris déficientes ont 

moins de lipoxine ou de 13-HODE lesquels sont des eicosanoides anti-inflammatoires.183 

Or, les souris ALOX12-/- (déficiente en 12-LO plaquettaire) développent faiblement 

l’arthrite dans un modèle K/BxN suggérant ici que la 12-LO plaquettaire serait pro-

inflammatoire. Le lipidome des articulations arthritiques dans le modèle K/BxN des souris 

sPLA2-IIATGNALOX12-/- pourrait renseigner sur les lipides produits dans l’initiation et la 

résolution de la maladie. La majorité des acides gras libérés des MPs par la sPLA2-IIA, 

peut aussi être métabolisée en divers eicosanoides pro-inflammatoires comme le LTB4 ou 

des médiateurs lipidiques anti-inflammatoires. Les eicosanoides peuvent aussi activer 

diverses cellules dans les tissus et liquides synoviaux, telles que les FLS, les macrophages, 

les mastocytes. Ils pourraient ainsi induire la production d’eicosanoides, de cytokines pro-

inflammatoires, de facteurs de croissance induisant notamment l’angiogenèse. 

 

 

5.2.2. Mécanismes d’internalisation des MPs par les neutrophiles 

 Differents mécanismes de liaison et de mode d’internalisation des MPs de 

plaquettes ont été mis en évidence notamment dans les ECs et les macrophages. Mais 

aucune étude n’a été faite sur l’internalisation des MPs de plaquettes par les neutrophiles. 

Les résultats du Chapitre 3 établissent que les MPs de plaquette sont internalisées par les 

neutrophiles activés en présence de sPLA2-IIA via un mécanisme finement régulé.601 Il 
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existe certainement plusieurs voies d’internalisation des MPs via la sPLA2-IIA. Je 

discuterai dans un premier temps la voie d’internalisation que nous avons mise en évidence, 

puis les voies d’internalisation indépendante de l’activité catalytique de la sPLA2-IIA et les 

voies d’internalisation des MPs sans la sPLA2-IIA. 

 

 L’activité catalytique de la sPLA2-IIA est  nécessaire à l’internalisation des MPs.601 

En effet, l’utilisation d’un mutant inactif de la sPLA2-IIA induit une diminution 

significative de l’internalisation des MPs par les neutrophiles. Comme discuté 

précédemment, la sPLA2-IIA relâche des acides gras comme l’AA à partir des MPs. Cet 

AA est métabolisé en différents eicosanoides dont le majoritaire est le 12-HETE grâce à la 

12-LO exprimée par les MPs. Le 12-HETE est un lipide chiral possédant deux 

énantiomères nommés 12(S)-HETE et 12(R)-HETE. La 12-LO plaquettaire produit 

seulement du 12(S)-HETE alors que la 12-LO leucocytaire ou épidermale produisent du 

12(R)-HETE. Dans notre étude, l’énantiomère 12(S)-HETE est impliqué dans 

l’internalisation des MPs par les neutrophiles contrairement au 12(R)-HETE. Par ailleurs, 

les MPs de plaquettes déficientes en 12-LO en présence de sPLA2-IIA ne sont pas 

internalisées. Ces résultats suggèrent que les MPs de cellules n’exprimant pas de 12-LO 

capable de produire du 12(S)-HETE, ne seront pas internalisées par le mécanisme mis en 

évidence dans le chapitre 3. En effet, en présence de sPLA2 libérant de l’AA à partir des 

MPs de diverses cellules telles que les ECs, les neutrophiles et les macrophages, qui 

n’expriment pas de 12-LO pourraient être internalisées, mais indépendamment du 

mécanisme impliquant le 12(S)-HETE. Ce dernier est le ligand de plusieurs récepteurs tels 

que le récepteur BLT1, le récepteur BLT2, le récepteur du thromboxane A2/PGH2 et le 

GPR31.284,356,640  Plusieurs autres molécules partagent le même récepteur BLT2 comme le 

12-HHTrE, le 12(R)-HETE, le 15(S)-HETE, le 12(S)-HpETE ainsi que le LTB4.641,642 Le 

12-HHTrE et le 12(S)-HETE sont les ligands de BLT2 avec la plus forte affinité.602,603 Nos 

résultats indiquent que l’internalisation des MPs via le 12(S)-HETE, est médiée par le 

récepteur BLT2. Toutefois, le 12-HHTrE et le 12(R)-HETE n’induisent pas l’internalisation 

des MPs. Cette observation soulève plusieurs questions. Le 12(S)-HETE pourrait i) lier le 

récepteur BLT2 et compétitionner avec les autres eicosanoides, ii) être métabolisé en un 

autre lipide tel que le 5,12(S)-diHETE ou les lipoxines. Ce 5,12(S)-diHETE pourrait 
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promouvoir l’internalisation des MPs et tout comme les lipoxines, il est présent dans les 

liquides synoviaux de patients atteints d’arthrite.139,639 Le 5,12(S)-diHETE et la LXA4 sont 

issus de la collaboration des plaquettes et des neutrophiles utilisant leurs lipoxygénases 

respectives. L’activité concertée de la 5-LO et 12-LO notamment permet la production du 

5,12(S)-diHETE alors que l’activité des 5-LO et 15-LO, mais aussi de 5-LO et 12-LO 

génèrent des lipoxines. Enfin, pour répondre à ces diverses questions, l’ajout de 5,12(S)-

diHETE exogène et l’utilisation de MPs issues de cellules déficientes en 12-LO 

plaquettaire (neutrophiles, ECs ou lymphocytes) pourraient permettre une meilleure 

compréhension de l’internalisation des MPs via le 5,12 (S)-diHETE.  

 

 La signalisation du récepteur BLT1 est très bien décrite contrairement à celle du 

BLT2. Il est toutefois connu que le 12-HETE induit la réorganisation du cytosquelette 

d’actine, la phosphorylation de la vimentine, l’activation de la PKC, de la tyrosine kinase 

Src, et de l’axe PKC/ERK1/2.360,643-646 Ces observations ne sont pas reliées à la 

signalisation d’un des récepteurs du 12-HETE. Il serait très intéressant d’étudier la 

signalisation de ce récepteur BLT2 chez les neutrophiles par exemple. Nous observons aussi 

que l’utilisation simultanée d’antagoniste de BLT1 et BLT2 sur les neutrophiles activés 

diminue partiellement l’internalisation des MPs. Ceci suggère qu’il existe d’autres 

mécanismes d’internalisation des MPs, potentiellement par un autre récepteur comme le 

GPR31, indépendant de BLT1 et de BLT2.  

 

 Indépendamment de son activité catalytique, la sPLA2-IIA peut participer à 

l’internalisation de corps apoptotiques par les macrophages par l’intermédiaire des 

HSPGs.563 En effet, la sPLA2-IIA peut lier les HSPGs555 qui permettent son endocytose  

dans les mastocytes et les ECs.548,555,563,565 Par ailleurs, la sPLA2-IIA peut aussi lier les 

récepteurs M-type, les intégrines αvβ3 (CD61 ou GPIIIa), α4β1 (VLA-4 ou CD49d/CD29) 

et α5β1(CD49e/CD29)560,561 lesquels peuvent être exprimés sur les neutrophiles et la 

vimentine555 qui peut être à la surface des MPs de plaquette.600 Dans notre modèle, nous ne 

pouvons pas exclure que la vimentine exprimée sur les MPs de plaquette600 permettrait de 

lier la sPLA2-IIA qui pourrait aussi interagir avec les HSPGs du neutrophile menant à 

l’endocytose de la sPLA2-IIA et des MPs lui étant liées. Il serait intéressant d’investiguer 
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cette internalisation en utilisant notamment des héparinases. En somme, la sPLA2-IIA peut 

lier à la fois les MPs et les neutrophiles et ainsi permettre un pont entre les deux.  

 

 Les MPs de plaquettes peuvent être internalisées par divers types cellulaires dont les 

ECs452 et quelques mécanismes d’entrée ont été mis en évidence dont la phagocytose, 

l’endocytose et la fusion membranaire.452,463,464 Nos résultats montrent que les MPs sont 

internalisées par les neutrophiles activés. L’activation des neutrophiles est obtenue suite à 

une incubation avec un cocktail de cytokines (TNF et GM-CSF) pour « primer » le 

neutrophile et avec des ICs. Ces derniers activent les neutrophiles sur leur récepteurs Fc. Il 

est fort probable que les ICs reconnaissent des antigènes à la surface des MPs et puissent 

s’y lier (indépendamment des FcγRIIA) en formant ainsi des mpICs comme Cloutier et al 

l’ont précédemment montré.98  Ces mpICs pourraient se lier aux récepteurs Fc des 

neutrophiles et pourraient induire une endocytose des MPs via les récepteurs Fc.  

 

 Les MPs de plaquettes peuvent être endocytées de manière dépendante de la 

clathrine, mais aussi phagocytées ou macropinocytées de manière dépendante des filaments 

d’actine par les ECs.462,463 La différence entre phagocytose et endocytose est souvent mince 

et mal définie dans la littérature. La phagocytose serait réservée aux gros objets de taille 

supérieure à 1µm. Les objets inférieurs à 200nm seraient endocytés en employant les 

clathrines alors que les objets supérieurs à 500nm seraient endocytés via la caveoline.218 

Dans notre étude les MPs de plaquette dont la taille varie entre 200 et 800nm, sont 

internalisées dépendamment de la dynamine, de la clathrine et de la caveoline par les 

neutrophiles. Ces résultats suggèrent des mécanismes d’endocytose des MPs par les 

neutrophiles. Cependant, il est difficile d’affirmer qu’il s’agit d’une endocytose, même si 

cette voie est unique dans l’utilisation de la clathrine et des cavéolines. Les MPs de 

plaquette peuvent fusionner avec les membranes plasmiques des ECs.464 Cependant cette 

observation est controversée. En effet, Mause et al. suggèrent que les MPs fusionnent avec 

les ECs alors que Faille et al. montrent le contraire.463,464 Des études supplémentaires 

devront être réalisées pour déterminer si les MPs de plaquette fusionnent avec les 

neutrophiles.  
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5.2.3. Modulation des fonctions du neutrophile par les MPs 

 La localisation des MPs internalisées dans les cellules cibles est un aspect important 

dans la compréhension de la communication intercellulaire. En effet, les MPs sont des 

transporteurs de molécules bioactives et organelles,96,286,430,466,601,647 leur devenir est donc 

crucial pour la livraison de leur contenu. Nos investigations révèlent que les MPs sont 

internalisées proche du noyau et sont localisées aussi dans le cytoplasme notamment dans 

le Reticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et le lysosome. Les MPs localisées au 

Reticulum endoplasmique et au noyau pourraient délivrer des miARNs et des FTs qui 

pourraient avoir un impact sur la traduction protéique. En effet, la voie des miARNs est 

active au Reticulum endoplasmique rugueux,648 au noyau,649 mais aussi au niveau de la 

voie endosomale.650 Compte tenu de la diversité notable d’ARN contenu dans les MPs, tel 

que des ARNs ribosomaux, des ARNs de transfert, des ARNs messagers et de petits ARNs 

non codants tels que les miARNd et de la diversité de facteurs de transcription,601 nous 

avons choisi d’étudier le transfert aux neutrophiles d’un miARN soit miR-451 et le transfert 

d’un facteur de transcription (FT) soit COUP TF-I, tous les deux sont fortement exprimés 

dans les MPs et faiblement exprimés dans les neutrophiles.601 MiR-451 est transféré des 

MPs et est fonctionnel dans les neutrophiles.601 Le transfert et l’enrichissement de ce 

miARN aurait pu être confirmé par des techniques de qPCR en présence ou absence 

d’actinomycine D qui est un inhibiteur de la transcription afin d’exclure les hypothèses de 

transcription de novo de miR-451 par les neutrophiles. De même l’utilisation d’éponge à 

miR-451 qui permet de séquestrer le miR-451 endogène des neutrophiles et d’inhiber son 

activité, pourrait aussi renforcer nos résultats de transfert de miR-451 des MPs vers les 

neutrophiles. Dans les MPs, le FT COUP TF-I garde sa fonction de liaison à sa séquence et 

il est transféré dans le cytoplasme des neutrophiles. In vitro, COUP-TF-I n’est pas 

transloqué au noyau, 601 suggérant qu’il manque un signal de translocation. D’autres FTs, 

tels que PPARγ et RXR contenus dans les MPs de plaquettes sont transférés à des cellules 

THP-1 et induisent une diminution de l’activation cellulaire.651 Il serait intéressant 

d’étudier l’impact de la transmission des FTs des MPs aux neutrophiles, cependant, les 

MPs sont riches en molécules bioactives430 dont l’IL-196 et miR-223.452 Dans notre étude, il 

nous parait complexe de déterminer que, seule une entité comme les miARNs ou les 

facteurs de transcription jouent un rôle dans la modulation des fonctions du neutrophile. En 
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effet, plusieurs lipides tels que le 12-HETE, les HpETE et le 15-HETE peuvent induire une 

augmentation du calcium intra-mitochondrial et la génération de nitric oxide (NO).652-656 

Etant donné que les MPs peuvent se localiser proches des mitochondries du neutrophile et 

que les eicosanoides (12-HETE, les HpETE et le 15-HETE) contenus dans les MPs peuvent 

agir sur les mitochondries, ces lipides des MPs pourraient donc activer les mitochondries 

du neutrophile. Plusieurs molécules présentes dans les MPs peuvent ainsi moduler le 

transcriptome des neutrophiles, et ce, très rapidement. Il serait intéressant de pousser plus 

loin la cinétique et d’évaluer le transcriptome des neutrophiles à différents temps 

d’exposition aux MPs et à leur internalisation. Nos analyses de transcriptome in silico 

mettent en évidence que plusieurs voies métaboliques sont altérées dont l’apoptose, 

l’adhésion, la migration, la chimiotaxie et le métabolisme des ARNs. Or les processus de 

migration et d’apoptose sont réduits dans les neutrophiles arthritiques.190,250,266,657 In vitro, 

nos résultats confirment que l’internalisation ou la présence des MPs et de la sPLA2-IIA 

permet une diminution de l’expression de caspase 3 clivée suggérant une diminution de 

l’apoptose. Pour renforcer cette observation, d’autre méthode d’étude de l’apoptose comme 

les essaies terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling (TUNEL) et 

Apostat devraient être utilisées. Les MPs de plaquettes sont aussi capables de stimuler la 

prolifération et la chimiotaxie des cellules telles les HL-60 et les Jurkat.658 Des études 

supplémentaires seront menées sur la migration, la chimiotaxie des neutrophiles ayant 

internalisé des MPs. Par ailleurs, la littérature récente sur la migration des neutrophiles aux 

ganglions lymphatiques pourrait être liée à l’internalisation des MPs et sera développée 

dans le paragraphe suivant.  

 

 Les patients atteints d’AR (50 à 75%) présentent une lymphadénopathie qui est une 

atteinte des ganglions lymphatiques lesquels peuvent augmenter de volume.659 Les modèles 

murins d’arthrite présentent aussi des ganglions péri-articulaires plus gros.660 De plus, 5 à 

20% des patients arthritiques sont atteints de splénomégalie.659 Les organes lymphoïdes 

sont donc affectés et contiennent plus de leucocytes que chez les personnes ou modèle 

murin en santé.659,660 Les ganglions lymphatiques sont connectés au réseau lymphatique qui 

draine tout le corps à l’exception du cerveau. Les cellules migrent dans ces organes 

lymphoïdes secondaires via un gradient chimioattractif de molécules telles que l’IL-19 et 
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IL-21 constitutivement sécrétées par les cellules stromales, les DCs et les ECs 

lymphatiques. Ces deux cytokines sont les ligands du récepteur CCR7 exprimé à la surface 

des DCs matures, les cellules T naïves et les cellules T mémoires. Le CCR7 est impliqué 

dans la migration des leucocytes dans la zone des cellules T des ganglions.661 Les 

neutrophiles humains exposent très peu de CCR7 à leur surface toutefois, ils le séquestrent 

dans leurs vésicules cytoplasmiques.246 Les MPs internalisées pourraient moduler 

l’expression de CCR7 à la surface des neutrophiles or nos résultats de transcriptomique 

n’indiquent pas une augmentation des ARNs générant le CCR7, ni du récepteur à l’IL-21. 

Suite à une stimulation ou à une incubation avec des MPs et de la sPLA2-IIA, les 

neutrophiles pourraient exposer le CCR7 que nous pourrions détecter en cytométrie en flux. 

Ce récepteur CCR7 permet aux neutrophiles de migrer dans la zone marginale de la rate 

(dans la zone des cellules B) ou aux ganglions lymphatiques.246,256,662 Dans ces structures 

lymphoïdes, les neutrophiles présentent des antigènes aux cellules B pour la production 

d’anticorps. Ils relâchent au niveau de la zone marginale des NETs, lesquels entrent en 

contact avec les cellules B.256,663 Ces NETs présentent des protéines citrullinées et des 

PADs.68,70 Or dans l’arthrite, de fortes quantités d’anticorps dirigés contre des protéines 

citrullinées sont produites. Ainsi il se pourrait que cette production soit aggravée par les 

NETs de neutrophiles ayant migré dans les ganglions lymphatiques. 

 En résumé, nos études ont dévoilé que les plaquettes activées libèrent différentes 

vésicules et organelles qui peuvent influencer les sécrétions et les fonctions du neutrophile, 

résumés dans la Figure 5.1.  

 

 

 

 

5.3. Pertinence de notre modèle à d’autres contextes cellulaires  

 Le modèle d’internalisation des MPs via l’activité concertée de la sPLA2-IIA et la 

12-LO pourrait s’appliquer à d’autres cellules récipientes et à d’autres contextes 

biologiques inflammatoires (sepsis, athérosclérose…).  
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Figure 5.1. Rôle de la sPLA2-IIA sur les MPs et les freeMitos avec le neutrophile, en 

condition inflammatoire. Les plaquettes stimulées au collagène libèrent des mitochondries 

libres (freeMitos), des microparticules contenant des mitochondries (MitoMPs) et des 

microparticules sans mitochondrie (MPs). La sPLA2-IIA hydrolyse les freeMitos et libère des 

lysophospholipides, de l’ADN mitochondrial et de l’AA. La sPLA2-IIA hydrolyse les MPs et libère 

de l’AA qui est en retour métabolisé en 12(S)-HETE. Les freeMitos sont internalisées par les 

neutrophiles, et induisent une production de leucotriènes, de cytokines, de NETs. Les freeMitos 

internalisées pourraient modifier le métabolisme énergétique des neutrophiles. L’ADN 

mitochondrial pourrait activer les TLR9 des neutrophiles. Les MPs de plaquettes sont internalisées 

et induisent une diminution de l’expression de molécules pro-apoptotiques, augmente la 

phagocytose. Les MPs pourraient moduler l’expression des cytokines, des métalloprotéinases, la 

chimiotaxie et la migration des neutrophiles. Le 12-HETE des MPs pourraient permettre la 

génération de 5,12(S)-diHETE lequel pourrait avoir une activité sur le neutrophile. Les molécules et 

fonctions demeurant à déterminer sont écrites en bleu. 
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Plusieurs fluides biologiques sains ou inflammatoires dont les liquides synoviaux, le sang, 

la salive et le sperme contiennent des sPLA2 (IIA, V et X) et des MPs96,152,433,508,510 où ces 

dernières pourraient être un substrat des sPLA2. Ainsi, dans un contexte où plusieurs sPLA2 

sont présentes, les MPs de plaquette pourraient être internalisées par des cellules exprimant 

le récepteur BLT2, telles que les mastocytes, les monocytes, les macrophages, les ECs des 

vaisseaux sanguins, les ostéoclastes, les lymphocytes et les DCs. Ces cellules sont présentes 

dans les articulations des patients arthritiques. La majorité d’entre elles (excepté les 

macrophages, les ostéoclastes et les mastocytes) sont dans la circulation sanguine et 

pourraient internaliser les MPs de plaquette selon notre modèle dans un contexte 

inflammatoire. La littérature ne référence pas à l’heure actuelle l’expression de BLT2 à la 

surface des FLS. Il est toutefois connu que la sPLA2-IIA peut se lier aux FLS et être 

internalisée pour colocaliser avec la vimentine.664 La sPLA2-IIA pourrait alors faire le lien 

entre les MPs et les FLS puis induire son endocytose (Figure 5-2). Les FLS dans l’AR 

sécrètent des facteurs de croissance tels que les VEGF notamment qui induisent 

l’angiogenèse et la lymphangiogenèse.665,666 Le VEGF augmente l’expression de BLT2 sur 

les ECs.667 D’autres voies d’internalisation des MPs de plaquette par des ECs et les 

macrophages ont été précédemment découvertes notamment avec Del-1, la lactédhérine et 

la PS. Les ECs des vaisseaux lymphatiques expriment la podoplanine contrairement aux 

autres ECs.668 La podoplanine est un ligand de CLEC-2 qui est exprimé sur les MPs de 

plaquettes et qui est aussi impliqué dans les processus de phagocytose.435,669 Ainsi les MPs 

de plaquette pourraient être internalisées par la voie CLEC-2/podoplanine par les ECs des 

vaisseaux lymphatiques. De manière générale les interactions et internalisations des MPs de 

plaquette par ces différentes cellules pourraient induire un phénotype pro- ou anti-

inflammatoire, via la sécrétion de cytokines, d’eicosanoides, de facteurs de croissance et 

des métalloprotéinases (Figure 5-2).  

 

En somme, mes travaux de thèse ont mis en évidence deux cibles de la sPLA2-IIA dans les 

liquides synoviaux arthritiques soit les MPs de plaquettes et freeMitos qui peuvent être 

internalisées par les neutrophiles. Les freeMitos et les produits issus de leur hydrolyse par 

la sPLA2-IIA induisent la sécrétion de LTB4 et la génération de NETs. Les MPs et leur 

contenu varié sont internalisés par les neutrophiles via un mécanisme finement régulé 
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faisant intervenir notamment la sPLA2-IIA. Considérant que plusieurs types cellulaires 

pourraient internaliser les MPs de plaquette via le mécanisme mis en evidence dans mes 

travaux, ces communications intercellulaires pourraient donner lieu au développement de 

thérapies utilisant les MPs comme des vecteurs de médicaments. 

  

 

 

 

Figure 5.2. Perspectives à long terme sur l’internalisation des MPs via le 12-HETE sur 

plusieurs types cellulaires. Les plaquettes et les mastocytes peuvent libérer de la sPLA2-IIA 

(flèche rose). Les plaquettes activées relâchent des freeMitos et des MPs hydrolysées par la sPLA2-

IIA qui libère notamment de l’ADN mitochondrial et des acides gras qui peuvent être métabolisés 

en 12-HETE. Les cellules dendritiques, les lymphocytes, les ostéoclastes, les neutrophiles, les 

monocytes, les macrophages, les mastocytes et les cellules endothéliales expriment le récepteur 

BLT2 (violet) et sont potentiellement sensibles au 12-HETE. Ces cellules pourraient internaliser les 

MPs de plaquettes en présence de 12-HETE. La littérature ne référence pas d’expression de BLT2 

sur les FLS mais les MPs pourraient être internalisées via la sPLA2-IIA et l’expression de la 

vimentine à la surface des FLS arthritiques. D’autre part, toutes ces cellules peuvent être activées 

par les freeMitos et les MPs, induisant la relâche de molécules bioactives telles que des médiateurs 

lipidiques, des cytokines et des facteurs de croissance pouvant activer les processus angiogéniques, 

lymphangiogéniques et de résorption osseuse, connus dans l’arthrite rhumatoïde. 
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Annexe 1: The diversity of platelet microparticles 

Avant-propos 

Le Dr Eric Boilard et Dr Alain Brisson ont écrit la revue sur l’hétérogénité des 

microparticules de plaquettes et sur les méthodes de détection actuelle des MPs 

respectivement. 

J’ai réalisé la revue de littérature, participé à l’écriture, réalisé la selection des articles et la 

création de la figure 1.  

 

Cette revue a été publiée dans le journal Current Opinion in Hematology le 22 septembre 

2015. 

Abstract 

Purpose of review 

Platelet microparticles are small extracellular vesicles abundant in blood. The present 

review will introduce the mechanisms underlying the generation of microparticles, and will 

describe the diverse microparticle subtypes identified to date. The most appropriate 

methodologies used to distinguish microparticle subtypes will be also presented. 

Recent findings 

Both the megakaryocytes and platelets can generate microparticles. Circulating 

microparticles originating from megakaryocytes are distinguished from those derived from 

activated platelets by the presence of CD62P, LAMP-1, and immunoreceptor-based 

activation motif receptors. Close examination of platelet activation has shed light on a 

novel mechanism leading to microparticle production. Under physiologic flow, 

microparticles bud off from long membrane strands formed by activated platelets. 

Furthermore, mounting evidence supports the notion of microparticle heterogeneity. 

Platelet microparticles are commonly characterized by the expression of surface platelet 

antigens and phosphatidylserine. In fact, only a fraction of platelet microparticles harbor 

phosphatidylserine, and a distinct subset contains respiratory-competent mitochondria. 

During disease, the microparticle surface may undergo posttranslational modifications such 

as citrullination, further supporting the concept of microparticle diversity. 

 



 

210 

 

Summary 

An appreciation of the microparticle heterogeneity will support their development as 

potential biomarkers and may reveal functions unique to each microparticle subtype in 

health and disease. 

 

Keywords 

extracellular vesicles, microparticles, platelets 

Introduction 

 The small vesicles liberated by cells into the extracellular milieu are collectively 

known as extracellular vesicles. Extracellular vesicles stored in multivesicular bodies (or a-

granules in platelets) and released by exocytosis have dimensions ranging between 50 and 

150nm and are called exosomes. Extracellular vesicles produced by plasma membrane 

budding and shedding appear larger (100– 1000 nm) and are called microvesicles. 

Apoptotic cells also release extracellular vesicles, which are heterogeneous in size (100 nm 

to 5mm) and are called apoptotic bodies or apoptotic vesicles [1*,2].  

 The release of extracellular vesicles is a process conserved through evolution, 

supporting their essential physiological role. Hence, prokaryotic, plant, and eukaryotic cells 

all produce extracellular vesicles. Extracellular vesicles participate in coagulation, affect 

vascular function, can play roles in cellular proliferation, and differentiation are involved in 

inflammation and mediate cell–cell communication [1*]. Microvesicles originating from 

platelets, erythrocytes, endothelial cells, and leukocytes are present in the blood circulation 

with those from platelets being the most abundant followed by extracellular vesicles 

derived from erythrocytes [3**]. Upon activation, platelets are extremely potent at 

producing microvesicles, which are historically known as microparticles. For this reason, 

platelet-derived microvesicles are commonly referred to as ‘microparticles,’ and this 

terminology will be used throughout this review.   

 Herein, the recent advances in the study of microparticles will be discussed, with 

emphasis on the diversity of platelet-derived microparticles in health and disease. 
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Activated platelets as a source of microparticles  

The activation of platelets by physiological agonists such as collagen, thrombin, the 

complement membrane attack complex C5b-9, lipopolysaccharide, immune complexes and 

viruses, triggers the release of microparticles [4–6]. Platelet storage, cryopreservation, shear 

stress, and apoptosis were also demonstrated to induce the generation of microparticles 

[7,8,9**,10]. Using scanning electron microscopy to directly assess platelet activation, 

Yano et al. observed that microparticle formation principally occurred in the vicinity of the 

pseudopod terminal of adherent platelets. Loss of cytoskeleton–plasma membrane adhesion 

and profound cytoskeleton rearrangements are implicated in this process, as the inhibition 

of actin polymerization impairs formation of pseudopods and the production of 

microparticles [9**,11]. Recent work also evidenced the contribution of the proteasome in 

the shedding of platelet microparticles [12*]. 

 Loss of membrane phospholipid asymmetry coincides with microparticle formation 

[13]. In unactivated platelets, phosphatidylserine is absent from the outer leaflet and is 

almost uniquely comprised in the inner leaflet of the plasma membrane. Upon activation, a 

rise in cytosolic calcium via nonselective ion channels and the mitochondrial permeability 

transition pore, and enzymes such as floppases and scramblase, are involved in the 

promotion of phosphatidylserine exposure [14–16]. Patients with Scott syndrome are 

characterized by bleeding disorders because of reduced floppase activity. In these patients, 

cells show defects in phosphatidylserine exposure and a consistent decrease in 

microparticle release [16,17]. Although these observations suggest that phosphatidylserine 

exposure might be necessary for the liberation of microparticles, it does not necessarily 

preclude the release of phosphatidylserine-negative microparticles. In fact, approximately 

half of the circulating microparticles do not harbor surface phosphatidylserine [3**]. 

 Recent study of platelets under physiologic flow revealed that activated platelets 

could form very long membrane strands (up to 250 mm in length) emerging downstream of 

the site of platelet adherence [18**]. Mitochondrial calcium efflux, the protease calpain, 

and disassembly of F-actin and microtubule cytoskeletal proteins are necessary for the 

formation of these impressive structures built from membranes of the open canalicular 

system. As these strands harbor surface phosphatidylserine and disintegrate into 

microparticles, the formation of platelet strands, called flow-induced protrusion, is 
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suggested to participate in the generation of phosphatidylserine-positive microparticles 

under physiologic flow [18**].  

 Platelet activation is a prerequisite in the aforementioned mechanisms leading to 

microparticle production. Hence, higher concentrations of platelet microparticles have been 

documented in diseases in which platelets play a role, such as heparininduced 

thrombocytopenia, thrombosis, idiopathic thrombocytopenic purpura, sickle cell disease, 

uremia, cancer, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, antiphospholipid syndrome, and 

systemic lupus erythematosus [19–31]. Nonetheless, approximately 104 platelet 

microparticles per ml, identified by the presence of CD41 molecules, circulate throughout 

the blood of healthy individuals [3**]. As CD41+ microparticles are the most abundant in 

the blood of healthy individuals, this points to constitutive generation of platelet 

microparticles in vivo, potentially contributing to the maintenance of hemostasis. 

Megacaryocytes as a source of microparticles 

The mechanisms underlying platelet formation by megakaryocytes have been studied in 

detail [32]. During platelet formation, cytoplasmic extensions, called proplatelet processes, 

spread from the megakaryocyte and protrude into the interior of vascular sinusoids. 

Proplatelets are subsequently released into the blood as either globular preplatelets or as 

barbell-shaped proplatelets. Close examination of mouse megakaryocytes further revealed 

that, concomitant with the production of proplatelets, microparticles were generated from 

micropodia and the cytoplasmic membrane of megakaryocytes [33]. Shear could enhance 

the production of megakaryocyte- derived microparticles, which were shown to promote 

hematopoietic stem cell differentiation into megakaryocytes [34*]. Organelles were 

excluded from these megakaryocyte-derived microparticles, and studies confirmed that they 

fulfilled the definition of microparticles as their size was limited to less than 1mm (0.2–

0.5mm in diameter), and they expressed canonical ‘platelet’ surface markers CD41, 

CD42b, glycoprotein VI (GPVI), and phosphatidylserine [33]. These observations 

suggested that circulating microparticles, originally thought to originate from platelets, 

might in fact emanate from megakaryocytes. 
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Platelet-derived versus megakaryocyte-derived microparticles  

 The demonstration that megakaryocytes could produce copious levels of 

microparticles sharing important features with those from activated platelets prompted the 

quest for distinguishing markers. Although microparticles released from activated mouse 

platelets (using collagen and thrombin as stimuli) maintained CD62P and lysosomal-

associated membrane protein-1 (LAMP-1) expression, these two markers were absent in 

megakaryocytederived microparticles. Of note was that the majority of the CD41+ 

microparticles circulating in the blood of healthy mice also lacked expression of CD62P 

and LAMP-1, suggesting that most circulating microparticles actually originate from 

megakaryocytes [33]. However, it is currently unknown whether unactivated platelets 

constitutively shed microparticles into the blood circulation, and if so, whether these 

microparticles share similarities with microparticles from unactivated megakaryocytes or 

with those from activated platelets.  

 Platelet microparticle levels in blood are increased in diseases such as rheumatoid 

arthritis [28–30]. Thus, a recent study determined whether this increase was because of 

enhanced production of microparticles from platelets or from megakaryocytes. Platelets 

express three receptors that signal through immunoreceptor tyrosine-based activation 

motifs (ITAM) [35]: Fc receptor γIIA (a low affinity receptor for IgG immune complexes); 

Fc receptor γchain, which is noncovalently associated with GPVI and is necessary for 

GPVI function; and the C-type lectin 2 (CLEC2), a receptor for podoplanin. Activation of 

ITAM receptors induces shedding of GPVI and proteolysis of the ITAM domain of Fc 

receptor γIIA, whereas CLEC-2 remains on the cell surface [36**]. Consequently, 

microparticles induced by platelet activation express CLEC-2 as the unique ITAM receptor. 

Conversely, megakaryocyte-derived microparticles express both GPVI and CLEC-2. It was 

found that in rheumatoid arthritis, circulating CD41þ microparticles express CLEC-2, but 

not GPVI, suggesting that these microparticles were indeed generated from activated 

platelets during disease [36**]. As platelet microparticles in rheumatoid arthritis were 

found to express the inflammatory cytokine interleukin-1b [37], this suggests that 

circulating platelet microparticles could amplify inflammation systemically. 
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Phosphatidylserine-expressing and phosphatidylserine non expressing microparticles 

Platelet microparticles were originally identified with functional assays, as they could 

support the coagulation cascade even in the absence of platelets [38]. This procoagulant 

function of platelets is mediated through the exposure of anionic phosphatidylserine [39]. It 

has long been assumed that all plateletderived microparticles expressed surface 

phosphatidylserine. Although earlier flow cytofluorometric analyses suggested that only a 

fraction of microparticles expressed phosphatidylserine [13], the recent examination of 

platelet microparticles present in the plasma of healthy volunteers and in the synovial fluid 

of rheumatoid arthritis patients convincingly clarified that bothmicroparticle 

subpopulations exist [3**,40]. Using electron microscopy and annexin-V conjugated gold 

nanobeads (a probe used to recognize phosphatidylserine-expressing microparticles) to 

directly visualize microparticles, it was found that approximately 50% of the microparticles 

do not harbor phosphatidylserine [3**]. As surface phosphatidylserine- positive 

microparticles participate in the coagulation process, this suggests that the remaining 

subpopulation, negative for phosphatidylserine, might play distinct roles, other than the 

maintenance of primary hemostasis. Furthermore, phosphatidylserine-positive 

microparticles are rapidly eliminated from the circulation, mainly through binding to the 

developmental endothelial locus-1 expressed by endothelial cells [41]. Thus, a subset of 

microparticles may transmit their contents (e.g., microRNA) [42] to endothelial cells 

through phosphatidylserine recognition, whereas the phosphatidylserine- negative 

microparticles may circulate in stealth for a longer period of time after their release. 

Mitochondria-containing microparticles 

As microparticles encapsulate cytoplasm during vesiculation, they represent a means of 

cellular communication upon internalization by recipient cells. Indeed, the microparticle 

cargo is vast and is reported to contain cytokines, functional enzymes, messenger RNA, 

and noncoding RNA originating from platelets [43].  

 The organelle in charge of oxidative phosphorylation, and the source of energy for 

the cell, is the mitochondrion. This organelle is implicated in cell death and in the 

formation of the inflammasome. Platelets contain an average of four mitochondria in the 

cytoplasm, making them the most important mitochondrial reservoir in the blood stream 

[9**]. Thus, it was hypothesized that activated platelets could release their mitochondria 
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encapsulated in microparticles. Accordingly, proteomic studies of platelet microparticles, 

separated on the basis of size using gel filtration chromatography, showed that the larger 

microparticles contained mitochondrial proteins whereas the smaller microparticles did not 

[44]. It was recently confirmed that in addition to mitochondria-deficient microparticles, 

platelets could release mitochondria- containing microparticles. Of particular note is that 

extracellular mitochondria were shown to be respiratory competent, as they could mediate 

oxidative phosphorylation [9**]. These observations suggest that upon cellular 

internalization, mitochondria- containing microparticles might impact the cellular 

bioenergetics of the recipients. Furthermore, as mitochondria are not present in 

microparticles shed from megakaryocytes, these findings might provide another means of 

discriminating between platelet-derived versus megakaryocyte- derived microparticles. 

 Damaged cells, activated mast cells, neutrophils, and lymphocytes were shown to 

release free mitochondria (i.e., not encapsulated in microparticles), possibly because of 

inadequate mitophagy that occurs under activation conditions and potentially in certain 

diseases [44–47]. This phenomenon appears conserved through cellular lineages, as 

activated platelets also release free mitochondria [9**]. According to the theory of 

evolution, mitochondria are thought to be descendants of the primitive Alphaproteobacteria 

[48]. Thus, the presence of extracellular mitochondria is an important source of damage 

associated molecular pattern, capable of initiating potent innate immune responses. The 

identification of extracellular mitochondria in inflammatory synovial fluid and murine 

lungs in a model of transfusion-induced acute lung injury [9**,49] suggested that platelets 

could release diverse types of microparticles (including mitochondria) under these 

conditions, thereby contributing to inflammation. In addition, several studies determined 

that extracellular mitochondria were abundant in platelet concentrates prepared for 

transfusion [9**,50,51]. Of clinical relevance is that extracellular mitochondria were 

present at higher levels in platelet concentrates that had triggered adverse inflammatory 

reactions in human recipients [9**]. This points to extracellular mitochondria as potent 

inflammatory mediators, and suggests that they might be used as a biomarker to assess the 

quality of blood transfusion products. 
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Surface-modified microparticles  

The peptidylarginine deiminase enzyme mediates the modification of arginine into 

citrulline, a process that occurs during inflammation and notably during NETosis [52]. 

Citrullination is highly active in rheumatoid arthritis and generates the neo-epitopes for the 

autoantibodies characteristic of this autoimmune disease. It was found that the majority of 

the immune complexes present in the synovial fluid of rheumatoid arthritis patients 

comprised platelet microparticles [40,53]. Platelet microparticles were also present in the 

synovial fluid of psoriatic arthritis patients, a disease in which limited citrullination occurs, 

but were not associated with antibodies, pointing to citrullination as a process implicated in 

the formation of microparticlecontaining immune complexes [37,40]. Hence, platelet 

microparticles were found to be susceptible to citrullination, and surface citrullinated 

fibrinogen appeared as a relevant factor contributing to the formation of microparticle and 

autoantibody scaffolds. Of importance was the demonstration that microparticles, once 

coated with autoantibodies, were highly potent at activating immune cells, possibly through 

Fc receptors [40]. As NETosis and citrullination processes are highly active in the arthritic 

joint [52], these suggest that microparticles might undergo citrullination upon accumulation 

in the diseased tissue. How platelet microparticles egress the blood circulation is unclear, 

but it was proposed that it might occur through the more permeable vasculature that 

characterizes the arthritic joint during arthritis [54]. The diverse subtypes of platelet 

microparticles that have been discussed herein are summarized in Fig. 1. 

Electron microscopy to study the diversity of microparticles  

The various roles attributed to platelet-derived microparticles (and microparticles from 

other sources) account for the efforts devoted to the development of efficient and reliable 

methods allowing their detection, phenotyping, and quantification. The characterization of 

microparticles is notoriously difficult because of their small size, heterogeneity in size, cell 

origin, and composition. Microparticles are commonly described as vesicular objects 

limited by a lipid bilayer ranging in diameter from 50nm to 1mm. However, the structural 

description of microparticles has recently been revisited by cryo-electron microscopy, an 

approach that best preserves the native structure of complex objects. Arraud et al. [3**] 

determined the size distribution of microparticles in plasma, confirming that spherical 

microparticles ranging in diameter from 50 to 500nm comprised the major population, and 
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that plasma also contains tubular microparticles and membrane fragments of several 

micrometers in size. As mentioned above, it was this strategy that 

demonstratedmicroparticle heterogeneity with respect to phosphatidylserine exposure; 

approximately, half of the microparticles were labeled with annexin-V gold nanobeads 

(Fig. 2). Furthermore, microparticles were shown to present important morphological 

changes in response to standard isolation and storage procedures, such as microparticle 

ultracentrifugation and freezing at -80°C [55]. Cryo-electronmicroscopy provides a unique 

means of revealing the existence anddiversityof individual objects innative biological fluids 

at nm-resolution, such as mm-sized immune complexes associated with microparticles in 

synovial fluid in arthritis [40]. 

Flow cytometry to assess the diversity of microparticles  

For more than two decades, flowcytometry has been the primary method used for 

microparticle characterization. However, it has long been recognized that a lack of 

standardized methods hampered the comparison of results between studies. Recent 

important progress has been made in the case of blood-derived microparticles with the 

identification of the major causes of variability during preanalytical procedures [56], and 

the development of standardized protocols for microparticle quantification [57]. It is also 

clear that polystyrene beads were inappropriate size calibration standards for 

microparticles, predominantly because of differences in refractive index between 

polystyrene and membrane vesicles [57,58]. This raised the question of the minimal 

microparticle size that can be detected by conventional flow cytometry based on light 

scattering. Although most current generation flow cytometers can detect 200-nm 

polystyrene beads, conclusions from independent studies indicated that the size detection 

limit for microparticles was approximately 500nm [57,59]. Consequently, as most 

microparticles are smaller than 400nm [3**], only a minority are detected by conventional 

flow cytometers. The development of custom-based flow cytometers with improved 

performances [59,60,61*] is expected to enable the detection of smaller microparticles. 

 Recent studies presented an alternative approach of flow cytometry, in which 

microparticles are detected on the basis of a fluorescence signal instead of a light scattering 

signal [37,40,59,60,62*,63]. The detection of microparticles by fluorescence triggering was 

introduced almost 30 years ago [4], although it is unclear why this approach fell into disuse. 
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Microparticles equivalent to 100-nm polymer beads were detected by combining this 

approach with an original labeling strategy in which a lipophilic fluorophore is 

incorporated into microparticlemembranes [59]. In another study, Arraud et al. quantified 

the predominant microparticle populations present in plasma, namely those of erythrocyte 

or platelet origin and microparticles containing phosphatidylserine and showed that 

approximately 50 times more microparticles are detected by fluorescence-triggering as 

compared to conventional flow cytometry [62*]. 

 Several studies discussed the possible contribution of coincidence phenomena to 

microparticle detection [58,60]. Coincidence occurs when several particles that are 

individually undetectable are simultaneously present in the detection volume, producing 

false positive results. Coincidence phenomena may occur for microparticle concentrations 

of the order of 1010/ml. The advantage of imaging flow cytometry, a novel technology 

combining flow cytometry with imaging, was recently demonstrated [64,65]. Using this 

approach, comigrating entities that would be misinterpreted as double-positive events by 

flow cytometry can be efficiently discerned. Rousseau et al. [63] demonstrated the possible 

influence of phospholipidhydrolyzing enzymes, particularly secreted phospholipase A2 

found in plasma, in the quantification of microparticles. With regard to other plasma 

components, for example protein aggregates [66], these enzymes can significantly interfere 

in the accurate evaluation of microparticles. In summary, significant improvements to the 

methodologies permitting the detection and characterization of microparticles have been 

achieved during recent years. When combined with novel technologies like nanoparticle 

tracking analyses or resistive pulse sensing aimed at investigating smaller microparticles 

such as exosomes, we anticipate an exponential improvement in the definition of 

microparticle structure and functions in the near future. 

Conclusion  

An understanding of microparticle genesis will permit the elucidation of the conditions 

underlying their generation. Furthermore, an appreciation of microparticle diversity, 

through detection refinement can shed light on the specific roles played by each subtype in 

health and disease. Thus, platelet microparticle subtypes are useful diagnostic biomarkers, 

and with the confirmation of their actual contribution to disease development, they appear 

to be promising therapeutic targets. 



 

219 

 

Acknowledgements 

None.  

Financial support and sponsorship 

E.B. is recipient of an award from the Canadian Institutes of Health Research. ACD is 

recipient of a fellowship from the Canadian Arthritis Network. 

Conflicts of interest 

There are no conflicts of interest. 

 

Figures 

 
Figure 1. Platelet microparticle subtypes.  

On activation, platelets release diverse subtypes of microparticles. Phosphatidylserine (PS) 

negative (PS-) and PS positive (PS+) microparticles with a spherical structure can be shed 

from microparticles. Long (micrometer in size) PS+ tubular platelet microparticles have 

also been identified in blood. Megakaryocytes (MK) efficiently release microparticles 

sharing similarities with those shed from platelets. MK microparticles (MK MPs) are 

negative for CD62P and LAMP-1, but present GPVI and CLEC-2, whereas microparticles 

released from activated platelets express surface CD62P, LAMP-1, and CLEC-2, but do not 

express GPVI. Platelet mitochondria, which are present into the cytosol, are transferred in 

microparticles during cytoplasmic membrane budding and shedding, forming a subset of 

microparticles containing respiratory-competent mitochondria. Another subset of platelet 

microparticles, not containing any mitochondria, are also shed from activated platelets. Free 

mitochondria (i.e., not wrapped in microparticles) are also released by activated platelets. 
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The surface of platelet microparticles can be citrullinated. If antibodies recognizing 

citrullinated antigens are present, anticitrullinated autoantibodies associate with 

citrullinated microparticles, forming microparticle-associated immune complexes. 

Spherical platelet microparticles are also heterogenous is size and vary from 50 nm to 1mm 

(size heterogeneity not presented in the scheme). Phosphatidylserine (dashed line); 

citrullinated proteins (brown). 

 
Figure 2. Cryo-electron microscopy (EM) for the assessment of platelet microparticle 

diversity.  

Cryo-EM images of microparticles from thrombin receptor activating peptide-activated 

platelets. Microparticles exposing the CD41 subunit of aIIbb3 integrin are labeled with 10-

nm gold particles conjugated to anti-CD41A-monoclonal antibody and microparticles 

exposing PS are labeled with 4-nm gold particles conjugated to annexin-V (Anx5). (Top) 

Three microparticles (MP) are distinguished, namely PSþ/CD41þ MP (labeled with both 4- 

and 10-nm gold particles), PS+/ CD41- (labeled only with 4-nm Anx5 gold particles), and 

PS-/CD41-(not labeled). (Bottom) Two MPs are observed. The PS+/CD41- MP contains a 

mitochondrion, clearly identified by its double membrane (arrow) and consistent expected 

size, close to 200 nm. MPs were embedded in a thin film of frozen plasma (black asterisks) 

suspended on a carbon film net (white asterisks). Scale bars: 200 nm. 
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