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PREMIERE PARTIE: REVUE 

BIBLIOGRAPHIQUE 

� Dans cette première partie bibliographique nous nous attacherons après un bref 

rappel historique à définir les microparticules (MP) d�origine cellulaire et à résumer la 

connaissance actuelle sur leurs mécanismes de formation. Nous verrons ensuite en quoi 

une meilleure connaissance de leur composition permet de découvrir un spectre de 

fonctions biologiques de plus en plus large. Ceci inclura leurs propriétés protéolytiques 

qui mettent en jeu les molécules du système fibrinolytique. Nous consacreront donc le 

chapitre suivant aux acteurs et mécanismes de la génération de plasmine ainsi que ces 

conséquences. Enfin, nous feront le point sur l�intérêt d�utiliser les MP comme 

biomarqueur en pathologie en discutant les limites actuelles, essentiellement d�ordre 

méthodologique, qu�il reste à franchir.   

  



���

�

CHAPITRE 1 : MICROPARTICULES, DEFINITION ET 

ORIGINE 

�

A. MICROPARTICULES : ASPECT HISTORIQUE 

Considérant les MP dans leur ensemble, il n�est pas vraiment possible de  parler d�une 

découverte unique, source de l�avancée de la connaissance dans ce domaine. En effet, 

plusieurs voies indépendantes, focalisées chacune sur un sous-type cellulaire, ont caractérisé 

l�avancée scientifique sur les microparticules. Tantôt constatation d�une perte de matériel 

membranaire, tantôt découverte de la précipitabilité d�une activité supposée soluble ou simple 

observation microscopique (Figure 1), l�observation scientifique princeps fut très variable. Le 

lien entre toutes ces entités n�a finalement été fait qu�assez tardivement dans les années 1990. 

Cette prise de conscience de l�universalité du phénomène de vésiculation cellulaire a entrainé 

l�ouverture de cet axe de recherche à une multitude de milieux biologiques et de types 

cellulaires.  

  

1) Cellules hématopoïétiques et vasculaires 

 La notion selon laquelle le vieillissement et la destruction des globules rouges sont 

associés à une perte de phospholipides et de cholestérol est très ancienne. La première 

mention a été faite par M. Schultze dans un surprenant article de la revue allemande Archiv 

für Mikroskopishe Anatomie datant de 1861 dans lequel il rapporte une observation de 

fragments provenant de globules rouges à l�aide d�un nouvel objectif chauffant de 

microscope16. Plus d�un siècle plus tard, Weed et co proposent la fragmentation de la 

membrane du globule rouge comme mécanisme in vivo et in vitro de cette perte de 

phospholipides17-21. En 1964, Michel rapporte la présence de matériel spécifique de groupes 

sanguins dans le plasma de sang stocké22. En 1969, Cooper et Jandl23 décrivent la perte de 

cholestérol et de phospholipides par des globules rouge incubés dans du sérum déprivé en 

glucose, sans toutefois suspecter le phénomène de vésiculation. Les premiers à utiliser ce 

terme et à décrire la production de vésicules incorporant des sialoglycoprotéines de 
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membrane de globules rouges sont les MacDonalds en collaboration avec Martin24-27. Dans le 

même temps, les français Bessis et Mandon, publient des photos de microscopie électronique 

montrant la formation de microsphérules (figure1A)28,29.  

C�est en 1949 que Chargaff et co. constatent pour la première fois que le plasma 

déplaquetté contient un facteur précipitable qui a la capacité d�accélérer la génération de 

thrombine30. Plus tard en 1967, Wolf rapporte que du matériel dérivé de membranes 

cellulaires riches en lipides sudanophiliques, obtenu par ultracentrifugation de plasma 

déplaquetté permet de générer de la thrombine31. Il démontre une corrélation linéaire entre le 

nombre de microparticules plaquettaire (MPP), alors appelées « platelet dusts », et la 

numération plaquettaire d�origine dans les échantillons sanguins. Par microscopie 

électronique il sera ensuite possible de confirmer que ces petites vésicules infra-

micrométriques proviennent des plaquettes activées (Figure 1B)32.  

 En 1985, des vésicules issues de granulocytes, nommées ectosomes, sont identifiées. 

Elles sont associées alors à un mécanisme de réponses cellulaires aux attaques du 

complément (Figure 1C et D)33-35. En 1994, Satta et al. rapportent l�existence de MP 

circulantes dérivées de monocytes et de cellules THP-136 , générées après stimulation des 

monocytes par le lipopolysaccharide (LPS). La même équipe décrira trois ans plus tard les 

MP dérivées de lymphocytes dans le contexte de l�infection au VIH (Virus de 

l�immunodéficience humaine)37. 

  La première évidence de l�existence des microparticules endothéliales (MPE) est la 

démonstration par Hamilton et co en 1990 que le surnageant de culture des cellules 

endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC) en présence du complément contient 

des éléments membranaires capables de générer de la thrombine38. Leur véritable 

caractérisation morphologique, phénotypique et fonctionnelle est réalisée par Combes et co 

en 1999 (Figure 1E)39.   
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2) Cellules tumorales 

 La description des MP d�origine tumorale est également assez ancienne. Les premiers 

éléments proviennent d�images de microscopie électronique sans pour autant que les 

observateurs n�aient particulièrement relevé la présence de ces éléments vésiculaires. Par 

exemples, des vésicules tumorales sont clairement visibles sur des images de tératocarcinome 

murin de 196240 ou de tumeur rénale induite chez le rat en 196741. Le premier à noter leur 

importance est Tarin en 196742,43 qui les nomment « structures vésiculaires » ou « matériel 

fragmenté ». Dans la décennie suivante, ces vésicules sont isolées de surnageant de culture de 

lignées tumorales murines, le liquide d�ascite de patients atteint de cancer ovariens, des 

sécrétions d�adénome villeux entre autres (Figure 1F)44,45. Très rapidement, l�intérêt se porte 

sur la relation entre ces fragments et les métastases cancéreuses46,47. 

3) Autres types cellulaires    

 Le phénomène de vésiculation est un processus commun à toutes les cellules 

eucaryotes. Ainsi, depuis les premières descriptions précédemment citées, différentes sous-

populations de MP dérivées d�autres types cellulaires ont été décrites et étudiées comme par 

exemple et par ordre chronologiques les MP provenant des chondrocytes48, 

oligodendrocytes49, fibroblastes50, syncytiotrophoblastes51,52, podocytes53, adipocytes54, 

cellules musculaires lisses55, mégacaryocytes56,57, cellules neuro-épithéliales58, cellules 

souches embryonnaires59 et cellules souches mésenchymateuses60. 

 Différents liquides biologiques ont été utilisés pour caractériser les MP. A la suite des 

surnageant de culture et du plasma, d�autres milieux comme les urines44, les liquides 

d�ascite44, le liquide cérébro-spinal49, la plaque d�athérosclérose61, le liquide synovial62, le 

liquide broncho-alvéolaire63, le muscle64,  l�humeur vitrée65 ont permis leur mise en évidence.   

 Ces nombreuses études, initialement purement descriptives, aussi bien in vitro dans 

des modèles cellulaires purifiés qu�in vivo dans différents contextes cliniques, ont permis de 

dévoiler progressivement les caractéristiques structurelles et fonctionnelles de ces MP. 
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B. DEFINITION DES MICROPARTICULES 

  

1) Définition  

 Même si quelques points de discussion  persistent, le sous comité de standardisation 

en biologie vasculaire de la société internationale de thrombose et d�hémostase (ISTH) définit 

les MP comme des vésicules de taille hétérogène, comprise entre 0.1 et 1 �m, résultant du 

bourgeonnement de la membrane cellulaire de la plupart si n�est toutes les cellules activées 

ou apoptotiques. Elles sont retrouvées dans le culot d�une centrifugation rapide d�un plasma 

déplaquetté ou d�un surnageant de culture. Elles expriment généralement de la 

phosphatidylsérine (PS) et différentes molécules de la cellule d�origine permettant leur 

identification et contribuant à leurs multiples fonctions. Les critères de définition concernant 

leur taille précise et l�expression de PS restent débattus66-68.  

2) Terminologie  

 Il faut rapporter ici une absence de consensus de la nomenclature des petites vésicules 

parfois source de confusion. En effet, suivant les auteurs, le même terme est employé pour 

désigner différentes entités spécifiques ou un ensemble de vésicules. Ainsi le terme 

« microvésicules » est tantôt employé comme synonyme de microparticles ou pour désigner 

l�ensemble des types de vésicules émises par une cellule quelque soit leur mécanisme de 

formation ou leur composition (Figure 2). Les MP sont donc à distinguer d�autres petites 

vésicules libérées par les cellules comme les exosomes ou les corps apoptotiques  (Tableau 

1). Les termes « argosomes »69 et « ectosomes »70,71 employés pour désigner des vésicules 

d�origine spécifique dans la littérature sont à assimiler à des microparticules.  
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Figure 2 : Représentation schématique de la libération des différentes microvésicules 
par la cellule dans l�espace extracellulaire. A. exosomes et microparticules (shedding 
microvesicles) B. corps apoptotiques et microparticules (shedding microvesicles). MVB ; 
Multivesicular bodies (Mathivanan S. J. Proteomics 2010) 

�

  

 Les exosomes sont définis comme de petites vésicules d�origine endocytaire d�un 

diamètre assez homogène de 40�100 nm. Ils sont délivrés par la plupart des types cellulaires 

après fusion des corps multivésiculaires de l�appareil de Golgi avec la membrane 

plasmique72,73. Ils ont été rapportés pour la première fois en 1983 par Johnstane et co. à partir 

de culture de réticulocytes74. Ils diffèrent des MP non seulement par leur taille et leur origine 

mais aussi par leur composition. Ils ne contiennent pas de la PS à leur surface et ne 

supportent pas les réactions de la coagulation. Ils sont enrichies en tétraspanines comme le 

CD63, CD81 et CD9, en molécules du complexe majeur d�histocompatibilité et d�autres 

protéines spécifiques comme Alix, TSG101 et HSP7075. Une ultracentrifugation supérieure 

ou égale à 100000g est nécessaire pour les isoler. Leur forme régulière et arrondie permet de 
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les isoler dans un gradient de sucrose dans un zone à faible densité de 1.10�1.21 g/mL, ce qui 

les différencient des autres vésicules à forme plus irrégulière qui sont retrouvées dans des 

zones de plus haute densité (>1.23 g/mL)76. 

 Les corps apoptotiques, de taille souvent plus importante que les microparticules (0.5-

4 �m) représentent le stade terminal des cellules en apoptose. Ils sont générés par 

fragmentation de la cellule apoptotique et contiennent des résidus de matériel nucléaire 

comme les histones77,78. Il n�est pas toujours aisé de les distinguer méthodologiquement des 

microparticules sensus stricto, le phénomène d�apoptose étant également source de 

microparticules.    

  

�

 Exosomes Microparticules Corps apoptotiques 

Taille (diamètre) 30-100 nm 100-1000 nm 500-4000 nm 
Densité de flottaison 1.10-1.21 g/mL NA 1.16-1.28 g/mL 

Morphologie Arrondies Hétérogène Hétérogène 

Composition 

lipidique 

ALBP, PS faible, 
cholestérol, céramide, 

shingomyéline 
PS fort, Cholestérol PS fort 

Marqueurs 

protéiques 

Alix, TSG101, HSC70, 
CD63, CD81, CD9 

Sélectines, intégrines, 
CD40, MMP 

Histones 

Origine Exocytose des MVB 
Vésiculation de la 

membrane plasmique 
Contraction et mort 

cellulaire 

Composition 
Protéines, ARNm, 

miARN 
Protéines, ARNm, miARN 

Protéines, ARNm, 
miARN, ADN 

�

Tableau 1 : Caractéristiques différentielles des différentes vésicules. (Modifié de  
Mathivanan S. J. Proteomics 2010) 

C. FORMATION DES MICROPARTICULES 

1) Mécanismes de formation des microparticules 

 Les mécanismes de formation des microparticules ne sont pas parfaitement élucidés. 

La compréhension actuelle de ce phénomène fait intervenir au moins deux types 

d�événement : un remaniement des phospholipides de la membrane plasmique et un 

réarrangement du cytosquelette qui conduisent au bourgeonnement cellulaire.  
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 a. Remaniement des phospholipides de la membrane plasmique  

  

i.  Asymétrie de la membrane plasmique 

  

 Les phospholipides ne sont pas repartis au hasard au sein de la membrane plasmique 

mais de manière asymétrique79. Les phospholipides cationiques contenant de la choline 

(phosphatidylcholine et sphingomyéline) sont localisés de façon prépondérante au niveau du 

feuillet externe de la membrane plasmique. A l�inverse, les aminophospholipides 

(phosphatidyléthanolamine (PE) et PS) sont concentrés au niveau du feuillet interne.  

 Cette asymétrie phospholipidique qui caractérise les cellules quiescentes est 

maintenue par des activités enzymatiques transmembranaires. Ces enzymes sont regroupées 

en trois groupes selon leur spécificité lipidique, la direction du transport et leur dépendance 

ou non en énergie80. En 1984, les travaux de Seigneuret et Devaux puis de Daleke ont montré 

l�importance de l�activité aminophospholipides translocase dans le maintien de l�asymétrie 

phospholipidique81-83. Cette translocase ATP-dépendante permet le transport de la PE et de la 

PS du feuillet externe vers le feuillet interne de la membrane plasmique contre le gradient de 

concentration. Une molécule d�ATP est nécessaire pour chaque molécule de PS transporté. 

Cette activité est inhibée lorsque les taux de calcium intra-cytoplasmique atteignent des 

concentrations élevées de l�ordre du micromolaire. 

 Une autre enzyme ATP-dépendante a été décrite. Il s�agit de la floppase qui elle, 

transporte les phospholipides du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane 

plasmique de manière non spécifique84. Sa fonction n�est pas bien comprise. Elle fonctionne 

probablement en conjonction avec l�aminophospholipide translocase. Leurs activités 

combinées permettent de répondre aux altérations lipidiques de la membrane plasmique85. 

Dans les globules rouges, l�activité floppase est portée par la protéine MDR1 (Multidrug 

Resistance Protein 1) appartenant à la superfamille des transporteurs ABC (ATP Binding 

Cassette)86. Par ailleurs, dans cette superfamille, la p-glycoprotéine (MDR2/3), a été 

caractérisée au niveau des  cellules des canaux biliaires comme transporteur de 

phosphatidylcholine du feuillet interne vers le feuillet externe87. Enfin, la scramblase,  

permet un transport aspécifique bidirectionnel des phospholipides88. Elle est fortement 

présente dans la membrane des plaquettes et des globules rouges.  
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ii. Activation cellulaire et externalisation de la 

phosphatidylsérine  

  L�activation cellulaire ou l�apoptose sont associées à une élévation du taux de calcium 

intracellulaire. Celle-ci inhibe d�une part l�activité de l�aminophospholipide translocase et 

d�autre part active les activités floppase et scramblase. Ainsi, un taux  cytoplasmique de 

calcium élevé induit l�externalisation de la PS et un équilibre des phospholipides négatifs 

entre les deux feuillets de la membrane plasmique89. 

  Le gène ABCA1, impliqué dans le transport inverse du cholestérol, a été également 

proposé comme élément clé de l�externalisation de PS dans la cellule activée ou apoptotique. 

En effet, les cellules de souris ABCA1-KO externalisent la PS avec une efficacité très réduite 

après activation cellulaire90,91.  

 D�autres mécanismes peuvent conduire à l�externalisation de la PS et à la libération de 

MP comme, l�enrichissement de la membrane en cholestérol sur les monocytes qui entraîne 

alors la libération de MP monocytaires porteuses de facteur tissulaire92.  Il faut sans doute 

rapprocher de ce mécanisme le rôle important joué par les radeaux lipidiques « rafts »  dans 

la vésiculation érythrocytaire93. Ces structures membranaires sont des domaines enrichis en 

cholestérol, capables de s�assembler ou de se dissocier en réponse à différents stimuli, de 

séquestrer certaines protéines et de recruter des molécules impliquées dans la signalisation. 

Kunzelmann et co. ont démontré que l�intégrité de ces microdomaines est nécessaire à la 

mobilisation du calcium intracellulaire et à l�externalisation de la phosphatidylsérine94. Ils 

permettent le fonctionnement du canal calcique TRCP-1. De plus l�externalisation de la PS 

dépend de l�activation de la voie des kinases ERK associée à ces microdomaines. Enfin,  ces 

zones de la membrane sont enrichies en protéines GPI (Glycéro-Phospho-Inositol) ancrées 

qui sont retrouvées majoritairement sur les MP95. 

 Certaines études soulignent également l�importance du mécanisme de recapture du 

calcium comme modulateur de l�exposition de PS après activaiton cellulaire : SOCE (store-

operated calcium entry)96. L�importance de SOCE a été illustrée récemment dans un modèle 

animal. Les plaquettes des souris exprimant une forme mutée de Orai1 (une partie d�un canal 

SOCE) montrent un défaut d�exposition de PS après stimulation97.  
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iii. Lien entre l�exposition de la PS et la vésiculation cellulaire 

 L�exposition de la PS  et la vésiculation cellulaire ou émission de microparticules sont 

des évènements fortement associés. Un modèle pathologique illustre bien cette association. 

Le Scott syndrome est une maladie rare autosomale récessive avec tendance hémorragique 

sévère, due à un défaut d�activité pro-coagulante des plaquettes98. L�anomalie sous jacente est 

un défaut activité scramblase qui conduit à la réduction de l�expression de la PS et de la 

production de MP99. L�agrégation plaquettaire à l�adrénaline, l�ADP (Adénosine 

diphosphate), au collagène, à la ristocétine et l�acide arachidonique reste normale tandis que 

la génération de thrombine est anormale100,101. Un défaut similaire avec activité pro-

thrombinasique normale a aussi été rapporté par Castaman102.  

 D�autre part l�inhibition de la randomisation des phospholipides supprime la 

vésiculation des globules rouges induite par le calcium103. 

iv. Limites du modèle actuel 

 A ce niveau, il faut reconnaitre que tous les acteurs impliqués dans le maintien ou la 

rupture de l�asymétrie de la membrane n�ont pas été identifiés avec précision104. Ceci peut 

être expliqué en partie par les difficultés techniques qui accompagnent les expériences de 

modulation de la composition des membranes phospholipidiques. A l�heure actuelle, aucun 

défaut d�internalisation de la PS n�a été rapporté, rendant incertaine l�identité de 

l�aminophospholipide translocase. Comme nous l�avons vu, plusieurs candidats pour 

l�activité floppase ont été proposés mais aucun n�a été confirmé par manque de tests 

spécifiques. Il est également probable que plusieurs mécanismes existent en fonction du 

mode d�induction. Le Scott syndrome est apparu comme bonne opportunité d�identifier la 

floppase ou la scramblase. Si ABCA1 semble impliqué dans la vésiculation des globules 

rouges murins et qu�une mutation non sens (ABCA1 R1925Q) a été trouvée dans un cas de 

Scott syndrome anglais105, ABCA1 a été clairement exclue comme candidat au défaut de 

floppase dans le Scott syndrome canin106. La protéine scramblase codée par le gène PLSCR1 

a été initialement avancée comme potentiel candidat88. Cependant des récentes études 

montrent que la famille de protéines initialement pressentie ne parait pas avoir la fonction 
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attendue. En effet, un modèle animal de souris PLSCR1 KO une hémostase normale et 

aucune anomalie de l�externalisation de la PS107. Il a été montré recemment que cette protéine 

appartient à une famille de facteurs de transcription attaché à la membrane108. Très 

recemment une nouvelle protéine nommée TMEM16F été identifiée par une équipe japonaise 

comme potentiellement la scramblase recherchée109. 

v. Autres mécanismes de vésiculation dépendant de la 

composition en phospholipides  

 D�autres mécanismes ont été proposés, liés à la composition en phospholipides de la 

membrane. Il a été montré par exemple que le taux de vésiculation dépend de la concentration 

en phosphatidyl inositol de type II (PIP2) dans la membrane des plaquettes110. Le PIP2 inhibe 

la formation de PMP tandis qu�une diminution de sa concentration y contribue. De manière 

intéressante, les PIP kinases de type I et II, de qui dépend la formation de PIP2, sont clivées 

lors de l�activation cellulaire par la calpaïne. L�incubation des plaquettes avec un inhibiteur 

de la calpaïne, la calpeptine, bloque la dégradation des PIP kinases, augmente la 

concentration en PIP2 et diminue la génération de MP. Ceci souligne l�importance de la 

composition de la membrane et des relations membrane-cytosquelette, qui seront détaillées 

plus loin, dans le mécanisme de formation des MP. 

 b. Réarrangement du cytosquelette 

  Si l�externalisation de la PS est donc un pré-requis pour la formation de MP, elle n�est 

pas suffisante : différent travaux ont montré que la vésiculation cellulaire est également 

dépendante de la protéolyse du cytosquelette (Figure 3). Cette notion a été initialement 

suggérée par la présence de protéines contractiles dans les MPP, puis par les travaux de Fox 

et al. démontrant que le cytosquelette membranaire stabilise les plaquettes au repos et 

prévient la vésiculation111. Dans d�autres types cellulaires, le détachement de la membrane 

plasmique du cytosquelette d�actine corticale est associé à la formation de protrusions au 

niveau de la membrane et à la vésiculation112-115. 
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i. Rôle des calpaïnes 

 Le rôle de cystéine protéases calcium dépendantes de la famille de papaïnases, les 

calpaïnes, a été démontré par l�utilisation d�inhibiteurs, comme la calpeptine, capable 

d�empêcher au moins partiellement la formation des MP116. De plus, la présence de 

calpaïnes actives a été mise en évidence par western blot dans les MP issues de plaquettes 

activées117. L�activité calpaïne circulante est fortement associée aux MPP chez les patients 

souffrant de purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)118,119. Leur activation se 

produit à des concentrations de calcium cytosoliques élevées, supérieures à celles capables 

d�induire l�externalisation de la PS et nécessitant un apport de calcium extracellulaire.  Elles 

dégradent les constituants du cytosquelette comme la filamine, la taline et la chaîne lourde 

de la myosine. Elles activent aussi l�apoptose par la pro-caspase3 et BclxL66. Cependant le 

fait que les MP puissent être formées par incubation avec le complément en présence 

d�inhibiteurs de calpaïnes suggère qu�il existe aussi des mécanismes indépendants des 

calpaïnes120.  

  

ii. Rôle de la Gelsoline 

 La gelsoline est spécifique de la formation des MPP. Elle est induite par le calcium et 

enlève les protéines chaperonnes comme l�adducine et la cap Z au bout des filaments 

d�actine du cytosquelette plaquettaire lors de l�activation plaquettaire permettant ainsi le 

remodelage du cytosquelette d�actine121. 

  

iii. Rôle de l�interaction phospholipides/cytosquelette  

  

 Nous avons déjà évoqué la relation existant entre la calpaïne et les phospholipides 

comme le PIP2. La relation entre le PIP2 et le cytosquelette est plus étroite encore. En effet, 

sa concentration dans la membrane plasmique est directement liée aux forces de liaison 

membrane-cytosquelette122 PIP2 se lie en fait à de nombreuses protéines liant l�actine 

comme la � spectrine123, l��-actinine, l�ezrine, la radixine, et la moesine124,125.  

 L�interaction des aminophospholipides comme la PS avec les protéines du 

cytosquelette  comme la spectrine126 et la taline127 a aussi été impliquée dans d�adhésion 
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membrane/cytosquelette. Par exemple, la spectrine et l�actine sont plus difficile à extraire 

lorsque les membranes sont enrichies en PS127. Ces résultats concordent avec le rôle des 

calpaïnes dans la dégradation du cytosquelette aboutissant à la formation des 

microparticules. L�élément essentiel de la vésiculation apparait ainsi la perte de l�adhésion 

entre le cytosquelette et la membrane plasmique.  

iv. Mécanismes moléculaires aboutissant au remodelage du 

cytosquelette 

  

 Les mécanismes moléculaires de ce remodelage aboutissant à la perte de l�adhésion 

entre le cytosquelette et la membrane plasmique ont été précisés. Les interactions actine 

myosine ainsi que le maintien d�un cytosquelette souple en réponse à des stimuli externes 

sont assurés par la protéine ROCK-I. ROCK-I est une kinase activée par la protéine Rho ; 

elle appartient à la surperfamille des Ras. ROCK-1 agit en phosphorylant les chaînes légères 

de la myosine (MLC) ce qui conduit à l�établissement de forces contractiles par les micro-

filaments du cytosquelette128. Quand la cellule entre en apoptose, il y a, entre autres, une 

activation de la caspase 3. La caspase 3 clive ROCK-1 et libère ainsi son domaine inhibiteur. 

ROCK-1 n�est donc plus régulée mais elle reste active et phosphoryle davantage les MLC129. 

En conséquence, les filaments d�actomyosine se contractent et se détachent de la membrane, 

ce qui permet le bourgeonnement de la membrane (figure 4).   

  

 ROCK-1 n�est pas la seule molécule de la signalisation à être impliquée dans la 

vésiculation consécutive à la phosphorisation des MLC. Récemment dans un modèle de 

cellule tumorale, Muralisharan-chari et co. ont montré que la GTP-binding protéine ARF6 

active ERK qui induit la phosphorylation de MLCK et donc la phosphorylation de MLC. 

Ceci facilite la contraction actine-myosine au niveau du site de vésiculation et conduit à la 

formation de MP130.  
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Figure 4  : Place de l�activation de ROCK dans le phénomène de vésiculation

(Boulanger C., Hypertention 2006)�

      

2)  Les inducteurs de la vésiculation 

  

De très nombreux inducteurs capables in vitro d�engendrer la formation de MP sont 

rapportés, et ces travaux, pour la plupart, concernent la vésiculation plaquettaire. Plus 

récemment, la littérature décrit des circonstances associées à la vésiculation d�autres types 

cellulaires, comme les globules rouges, les leucocytes, les cellules endothéliales et autres. 

De façon schématique, la production de MP est observée dans deux grands types de 

situations : l�activation cellulaire ou l�apoptose. Dans cette section, nous allons détailler les 

différents inducteurs impliqués dans la vésiculation, les propriétés et les mécanismes 

spécifiques qui en ressortent pour les MP en fonction de leur origine cellulaire. 
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a. Activation cellulaire  

  

i. Les plaquettes 

 La plupart des agonistes activateurs des plaquettes sont capables, à des degrés divers, 

d�induire la formation des MP131. L�effet est particulièrement marqué lorsque les plaquettes 

sont activées par les calciums ionophores (A23187, ionomycine) et l�association 

thrombine/collagène. Il est plus modéré en réponse au collagène, à la thrombine, à l�ADP ou 

à l�épinéphrine. De plus, certains de ces agonistes peuvent avoir des effets additifs ou 

synergiques. Le mécanisme de vésiculation induit par le collagène est sous la dépendance de 

la phosphorylation de p38132. 

 Le complexe terminal d�attaque membranaire est un puissant inducteur de la 

vésiculation plaquettaire in vitro. Les travaux de Sims et co.133 et Wiedner et co.120 ont 

montré que la stimulation de plaquettes par des concentrations infra-lytiques de C5b9 induit 

une activation plaquettaire avec sécrétion des granules denses et des granules alpha, associée 

à la libération de vésicules membranaires.  Ces MP semblent spécifiquement détachées des 

sites membranaires dans lesquels s�insère le complexe d�attaque. In vivo, l�activation du 

complément est vraisemblablement impliquée dans la vésiculation plaquettaire au cours de 

pathologies auto-immunes comme le purpura thrombocytopénique auto-immun (PTAI). En 

effet Horstman et co. ont montré que des plaquettes opsonisées par des anticorps 

monoclonaux dirigés contre la GpIIbIIIa libèrent des MP en présence de sérum comme 

source de complément. Cet effet est inhibé par le chauffage du sérum 30 min à 65°C et par 

incubation avec alpha C1q confirmant le rôle du complément134.  

 Outre l�histamine et la thrombine, différents médiateurs de l�inflammation sont 

capables d�induire la vésiculation cellulaire. Partant de l�observation que les cytokines 

inflammatoires modulent l�activation cellulaire, Nomura et al ont étudié l�effet de ces 

molécules sur la vésiculation de plaquettes normales en condition de flux. Ces auteurs ont 

montré que l�Il-6, la thrombopoïétine et le GM-CSF sont des inducteurs de la vésiculation 

plaquettaire in vitro
135.  

 L�agrégation plaquettaire induite par des anticorps monoclonaux peut s�accompagner 

de la formation de MP. Cette action est indépendante du complément, et a été observée avec 

des anticorps dirigés contre le CD9, le récepteur pour le fragment Fc des immunoglobulines 
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(FcyRII) ou le CD41. Ces observations ont conduit à impliquer les anticorps dans les 

mécanismes à l�origine de taux élevés de MP plaquettaires circulantes chez les patients 

présentant une thrombopénie immune. La quantité de MP libérées par les plaquettes en 

présence de sérum de patients présentant une thrombopénie induite par l�héparine est 

directement corrélée à la présence d�anticorps anti-PF4/héparine d�isotype IgG136. Des 

observations similaires relient la vésiculation plaquettaire induite par le sérum de patient 

présentant un PTAI à la présence d�auto-anticorps dirigés contre les glycoprotéines 

plaquettaires137. Le rôle des anticorps est conforté par les modèles animaux de thrombopénie 

immune, puisque l�injection d�anticorps anti-plaquettes induit chez la souris une 

thrombopénie associée à une augmentation des microparticules plaquettaires 

circulantes138,139. 

ii. Les globules rouges   

 En dehors du calcium ionophore, A23187140 et du calcium chloride utilisés in vitro, 

les globules rouges vésiculent lors de leur maturation de réticulocyte à globule rouge mature 

et lors du vieillissement que ce soit pendant le stockage ou in vivo
141

. Il a été montré 

qu�environ 20% de l�hémoglobine des érythrocytes était perdu par ce phénomène de 

vésiculation durant leur durée de vie142. La vésiculation durant le vieillissement du globule 

rouge in vivo est associée à des changements structuraux et le clivage protéolytique de la 

protéine band 3. De plus, des études anciennes rapportent, la formation des vésicules 

érythrocytaires in vitro par déplétion du milieu en glucose ou en ATP143,144. 

iii. Les leucocytes 

 L�incubation en présence de cytokine inflammatoire comme l�interféron-gamma 

(INF�), l�interleukine 2 (IL-2), l�IL-6 ou de facteur de croissance des granulocytes et des 

monocytes (GM-CSF)  accroît la libération de MP CD68+ par la lignée monocytaire 

U937145. Par ailleurs, la stimulation de monocytes par du lipopolysaccharide (LPS), connue 

pour sa capacité à induire dans ces cellules un double potentiel pro-coagulant et pro-adhésif, 

s�accompagne d�une production de MP capables de disséminer ces deux activités36. Le LPS 

est un ligand du récepteur toll-like 3 (TLR3). Une étude récente montre que non seulement 
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le LPS mais aussi le poly(I:C), un ligand du récepteur TLR3 induisent efficacement la 

formation de MP dans un modèle macrophage. De plus ce phénomène dépend du monoxyde 

d�azote (NO), lui-même pouvant induire la vésiculation146.  

 Le phénomène de vésiculation des granulocytes a été intialement observé suite à une 

activation par les molécules du complément33. Le fMLP (N-formylmethionyl-leucyl-

phenylalanine) est souvent utilisé pour faire vésiculer les granulocytes147. De façon similaire 

les associations PAF/PMA (Platelet activation factor/ phorbol 12-myristate 13-acetate) ou 

PHA (phytohémagglutinine A)/PMA permettent d�induire une vésiculation efficace sur les 

lymphocytes148. Dans certaines expériences, les lymphocytes T ont été activés par des billes 

couplés à des anticorps anti-CD3 et anti-CD28149. 

iv. Les cellules endothéliales 

 Les cellules endothéliales en culture peuvent générer des MPE, après plusieurs 

heures de stimulation, en réponse à divers stimuli. L�assemblage du C5b-9 sur la membrane 

de cellules endothéliales en culture induit, outre la sécrétion de facteur Von Willebrand, la 

libération dans le surnageant de culture de microvésicules. Cette effet est plus marqué que 

celui de la thrombine ou du A2318738. Les autres facteurs décrits pour induire de 

phénomène de vésiculation endothéliale sont : l�absence de facteurs de croissance, les 

cytokines telles que le TNF39,150,151, le PAI (inhibiteur de l�activation du plasminogène)152, la 

thrombine153 , l�irradiation150, la camphothécine (un inhibiteur de topoiomérase I)151, l�acide 

gras n-3 docosahexaénoique154, les toxines urémiques155 , la CRP156 et les radicaux libres 

dérivés de l�oxygène150. Il apparaît dans certaines conditions, que le découplage de la NO 

synthase endothéliale participe à la production de MP endothéliales156. 

 Les inducteurs in vivo de vésiculation des MPE sont beaucoup moins bien connus. 

Amabile et co ont montré que les faibles forces de cisaillement étaient associées aux MPE 

dans l�insuffisance rénale terminale9.  

 Récemment quelques études ont permis d�avancer dans la compréhension des 

mécanismes moléculaires induit par ces activateurs dans les cellules endothéliales et 

aboutissant à la formation de MP157. La vésiculation induite par le TNF-alpha dépend de la 

voie p38MAP kinase158. L�activation par la thrombine comme montrée sur la figure 5 induit 

l�activation de de la Rho kinase ROCKII par la caspase 2 à l�absence de mort cellulaire153 et 
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de la voie TRAIL/TRAIL-R2. TRAIL/Apo2L est une cytokine qui appartient à la famille du 

TNF alpha qui est sécrétée par la cellule endothéliale stimulée. Cette forme soluble de 

TRAIL va se lier au récepteur TRAIL-R2, recrutant des protéines adaptatrices à domaine de 

mort (TRADD) puis TRAF2, RIP1 and NF-�B qui participent à une boucle d�amplification 

pour la formation de MP. La stimulation des cellules endothéliales par la thrombine dans un 

modèle HMEC-1, conduit également à une surexpression de Il-1R1. L�engagement de ce 

récepteur induit un recrutement des protéines adaptatrices TRAF6 et IRAQ1 qui conduit à 

une amplification du phénomène de vésiculation159 (Figure 5). 

�

Figure 5 : Mécanisme de formation des MPE après stimulation par la thrombine.  
(Leroyer et al. Thromb Haemost. 2010) 
�

�

�

�

�
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b. Apoptose 

  

L�exposition de PS à la surface externe de la membrane cellulaire et le relargage de 

MP font partie des altérations morphologiques précoces au cours du processus d�apoptose. 

Des observations sur des lignées monocytaires THP-1 ou U937 ont montré qu�il existe une 

relation entre la formation des MP et le degré d�apoptose, évalué par la proportion de 

cellules hypodiploïdes, induit par les oxystérols, l�étoposide ou l�association 

cycloheximide/actinomycine D37,160. De même, des cellules endothéliales en culture 

incubées en présence de camptothécine, inhibiteur de la topoisomérase I, libèrent des MP. 

La lignée leucémique Jurkat T génèrent plus efficacement des MP après induction par la 

staurosporine ou son analogue 7-hydroxylé avec d�autres inhibiteurs de PKC (protein kinase 

C) ou de CDK (cyclin dependent kinase)161. Cette vésiculation précède la fragmentation de 

l�ADN151. Le lien entre apoptose et vésiculation a également été mis en évidence in vivo.

Dans la plaque d�athérosclérose, les cellules en apoptose, positives pour le marquage 

TUNEL, colocalisent avec une expression de facteur tissulaire extracellulaire portée par des 

MP PS+61. Par ailleurs, l�activation de la caspase-3, effecteur principal de l�apoptose, induit 

la vésiculation plaquettaire in vitro, et les inhibiteurs des caspases réduisent la formation de 

MP plaquettaires induite par le TNF chez la souris162. Comme nous l�avons déjà souligné, la 

caspase 3 est induite par l�activation de Rho Kinase I et II128,129,153. Cette activation est 

nécessaire à la relocalisation des fragments d�ADN de la région nucléaire. Ceci suggère que 

les MP générées à partir de cellules en apoptose peuvent contenir du matériel nucléaire163,164. 

La distinction avec les corps apoptotiques devient dans ce cas subtile. Un certain nombre 

d�études vont dans le sens d�une composition spécifique des MP générées par un mécanisme 

apoptotique comparé à un mécanisme inflammatoire. Les MPE générés par apoptose 

semblent plus exprimer le marqueur constitutif PECAM-1 alors que le mécanisme 

d�activation cellulaire aboutit à une expression de molécule inductible comme le CD62E165. 

Ce dernier point est toutefois en contradiction avec des données qui montrent que à certaines 

doses, le TNF induit une activation sans apoptose des cellules endothéliales conduisant à la 

génération de MPE PECAM-1+ et CD62E+.   
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c. Conclusion 

 Les inducteurs de vésiculation agissant sur les multiples types cellulaires sont 

couplés à des mécanismes de formation variés. Ceci aboutit à la génération de MP 

spécifiques dans leur composition. Cette structure et cette composition sont étroitement liées 

au panel de fonctions porté par les MP. 
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CHAPITRE 2 : MICROPARTICULES : STRUCTURE 

ET FONCTION 

A. COMPOSITION DES MICROPARTICULES 

 De part leur mécanisme de formation, les MP sont composées d�une membrane 

phospholipidique qui porte des caractéristiques antigéniques spécifiques de la cellule 

émettrice (cytoadhésines, glycoprotéines...). Néanmoins, la représentation relative des 

antigènes entre la cellule mère et la MP sont susceptibles d�être différent166-168. La présence 

de glycoprotéines membranaires représentatives de la cellule parentale169,170 permet 

d�identifier l�origine des MP (plaquettaire, endothéliale, leucocytaire et érythrocytaire). Par 

exemple, les MPP expriment GpIb (CD42b), platelet endothelium adhesion molecule 

(PECAM-1; CD31)171, l�intégrine �IIbß3 (GpIIb-IIIa)172, la P-sélectine (CD62P)173, CD 

63174, CD41a et CD 61175. Les MPE expriment les CD 31, 34, 51, 54, 62E (E-sélectine), 62 

P (P-sélectine), CD 105 (endogline) et CD146 (S-endo1)66. Les MP transportent également 

d�autres composants bioactifs comme de l�information génétique (ARNm) dérivé de la 

cellule parentale176. Un exemple de composition de MPE est montré sur la figure 6. 

 Le spectre protéique porté par les MP a pu récemment être enrichi par les données 

d�analyse protéomique. Ainsi des centaines de protéines vectorisées par les MP ont été 

identifiées  sur différentes sous populations: MP plasmatiques177, MPE178,179, MPP180, MP 

lymphocytaire181, MP adipocytaires54 et MP de globules rouges182. Ces études ont permis de 

montrer la présence dans les MP de protéines tels que des enzymes métaboliques, des 

protéines impliquées dans les processus d�adhésion et de fusion, des protéines de la 

signalisation, des protéines associées au cytosquelette ou appartenant au nucléosome. Des 

profils protéiques comparatifs ont été réalisés entre différentes conditions de stimulation ou 

d�origine183-185 et entre différentes tailles de MP186. Nous disposons ainsi de données 

importantes permettant d�associer au profil protéique des différentes MP un profil 

fonctionnel potentiel. Ainsi les MP dérivées de cellules tumorales comme le cancer du colon 

possède un panel de molécules qui sont impliquées dans la tumorigénèse en induisant la 

migration, l�invasion, la croissance des cellules tumorale, la modulation du système 

immunitaire, le processus métastatique et l�angiogenèse187. Des molécules comme la 

basigine et la métalloprotéinase matricielle (MMP-)14 ont récemment été identifiées sur des 
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MP issues de l�épithélium pigmentaire rétinien humain. Ces molécules peuvent être 

impliquées dans le remodelage matriciel et donc peuvent participer au processus 

pathologique de dégénération maculaire lié à l�âge188. Ces données peuvent également 

faciliter l�identification de marqueurs d�une condition pathologique189. Cette stratégie a été 

appliquée à la thrombose veineuse190,191. Une analyse récente par Miguet et co. sur des MP 

dérivées de cellules B malignes a identifié le CD148 comme potentiel biomarqueur du 

lymphome du manteau192.   

  Comme signalé précédemment la nature du stimulus conditionne la composition des 

MP tant au niveau lipidique193 que protéique184,185. Ainsi, la composition phospholipidique 

des MP du liquide synovial de patient attient de polyarthrite rhumatoïde est différente de 

celle des MP plasmatique de sujets sains194,195. Le degré d�oxydation des phospholipides 

dépend également du stimulus utilisé pour induire la vésiculation196. 

 Ces différences de composition, fortement dépendantes des conditions de stimulation 

cellulaire initiale déterminent ainsi le profil fonctionnel des différentes sous-populations de 

MP.  

�

Figure 6 : Composition moléculaire fonctionnelle des microparticules endothéliales. TF : 
Facteur tissulaire, TM : Thrombomoduline ; EPC : Récepteur de la protéine C ; uPA : Urokinase ; uPAR : 
Récepteur de l�urokinase ; FcR : Récepteur du fragment Fc des immunoglobulines, MHC ; Molécules du 
complexe majeur d�histocompatibilité : CAM : Molécules d�adhésion cellulaire. MMP : Métalloprotéases 
matricielles (Leroyer et co Thromb Haemost 2010) �
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B. FONCTIONS DES MICROPARTICULES 

 Loin de la perception initiale de débris cellulaires inactifs, les MP sont de véritables 

effecteurs bioactifs jouant un rôle physiopathologique important dans de nombreuses 

réponses de l�organisme comme l�hémostase, la thrombose, l�inflammation, le tonus 

vasculaire, la réponse immunitaire, l�angiogenèse et la croissance tumorale. Grâce à leur 

petite taille, les MP circulent tout le long de l�arbre vasculaire ce qui leur permet de 

participer à la fois à des phénomènes locaux ou distants. Outre leurs fonctions propres, ces 

éléments apparaissent véritablement comme un moyen de communication intercellulaire 

important par interaction avec des récepteurs, transfert de molécules de surfaces ou de 

contenu cytoplasmique protéique ou génétique197,198.  

1)  Rôle des microparticules dans l�hémostase 

 a. Fonction pro-coagulante et pro-thrombotique des 

microparticules 

 Toutes les MP montrent à des degrés variables une activité de génération de 

thrombine in vitro qui peut être significativement réduite en modifiant leur composition 

phospholipidique. La PS est un phospholipide anionique que lient les protéines de la 

coagulation par leur domaine �gla�  permettant l�assemblage des complexes enzymatiques 

de la coagulation « tenase » et « prothrombinase » et la génération de thrombine. Ainsi, les 

MP circulantes, fournissent dans le compartiment vasculaire des surfaces phospholipidiques 

additionnelles, riches en PS. Cette activité contribue au potentiel procoagulant du plasma. 

Un certain nombre de donnée suggère  que ce pouvoir pro-coagulant des MP joue un rôle 

dans l�hémostase. En utilisant un test de génération de thrombine, Pereira et co., ont montré 

que le PFP de patients avec un syndrome des antiphospholipides avait une capacité de 

génération de thrombine augmentée comparé aux sujets sains. Cette différence était 

dépendante de la présence des MPP199.  

 Cette question du rôle des MP dans l�équilibre hémostatique repose donc sur le profil 

lipidique mais aussi protéique de la membrane particulaire. Une partie de ce pouvoir 
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procoagulant provient en effet de la vectorisation par les MP de facteur tissulaire (FT)200,201. 

Ce récepteur transmembranaire est un puissant activateur de la cascade de la coagulation 

exprimé par les monocytes, l�endothélium activé et les cellules tumorales. Cette activité FT 

est proportionnelle à son taux d�exposition particulaire, le FT réellement soluble (non liée 

aux MP) étant, quant à lui, inactif202. Les cellules monocytaires humaines stimulées par les 

LPS émettent des MP enrichies en FT et en P-selectin glycoprotein ligand (PSGL)-1203.  Les 

MPE contribuent également au pool des MP FT+. Ceci a été prouvé dans différentes 

situations pathologiques comme la drépanocytose4. Aucun ARNm de FT n�ayant pu être 

détecté dans les mégacaryocytes201, l�acquisition de FT par les plaquettes et les MPP résulte 

d�un transfert intercellulaire166,167. Plusieurs modalités de transferts intercellulaires ont été 

décrites; les MP endothéliales générées après une stimulation proinflammatoire, 

particulièrement riches en FT sont capables d�augmenter l�expression membranaire du FT à 

la surface des monocytes204 (Figure 7). Les monocytes activés sont également une source 

importante de FT capables de transférer le FT biologiquement actif aux plaquettes. Des 

transports inverses de FT plaquettes-monocytes ont également été démontrés167. Ainsi, après 

exposition au collagène, les plaquettes génèrent des MP riches en FT, qui vont se lier aux 

macrophages205, aux granulocytes206 et à d�autres plaquettes par leurs ligands comme la P-

sélectine.  

 D�autres mécanismes contribuent à la propriété pro-coagulante de MP. Les 

granulocytes génèrent des MP enrichies en Mac-1 capables d�induire une activation 

plaquettaire207. Les MPE transportent des multimères de facteurs von Willebrand de haut 

poids moléculaire qui induisent plus efficacement que la forme soluble l�agrégation 

plaquettaire208.  

 En pathologie humaine, de nombreux exemples soulignent le rôle des MP dans 

l�hémostase. Le défaut de génération de MP est associé à des syndromes hémorragiques 

(syndrome de Scott, syndrome de dysvésiculation)101. À l�inverse, des taux élevés de MP 

pourraient s�accompagner d�un rétablissement d�une hémostase efficace. De manière 

intéressante, la stimulation de monocytes avec de la P-sélectine et des immunoglobulines 

chimériques augmente le nombre de MP monocytaire circulante et restore l�hémostase dans 

un modèle de souris hémophile A209. Ce gain de fonction est également retrouvé chez les 

patients présentant des thrombopénies auto-immunes ou induites par des thérapeutiques 

(anti-GPIIbIIIa, héparine)210,211. 
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 Les conséquences thrombotiques de cette propriété des MP sont importantes sur les 

versants veineux et artériels du compartiment vasculaire.  

 Au niveau artériel, les MP contenues dans la plaque d�athérome, sont 

particulièrement riches en FT et constituent l�acteur majeur de la thrombogénicité de la 

plaque61. Ces MP sont issues de cellules musculaires lisses ou de monocytes/macrophages 

activés ou apoptotiques212,213. La rupture de plaque met en contact les plaquettes et les 

facteurs de la coagulation circulants avec les MP hautement thrombogènes initialement 

séquestrées dans la paroi, favorisant ainsi la formation d�un thrombus artériel214.  

 Au niveau veineux, il est maintenant relativement bien établi que les MP circulantes 

porteuses de FT contribuent à la génération de fibrine lors de la formation du thrombus215. 

L�adhésion de MP en plus de polynucléaires neutrophiles et de plaquettes au site de lésion 

ou d�activation de l�endothélium est un mécanisme précocement associé à la formation d�un 

thrombus veineux. Il a été montré que les MPL peuvent se lier au fibrinogène soluble ou 

immobilisé au sein d�agrégats leuco-plaquettaires permettant de concentrer au site de 

formation du thrombus l�activité FT. Celle-ci peut être transférée sur les plaquettes par les 

MPL contribuant ainsi à la propagation du thrombus203. Cette propriété n�est pas exclusive 

des MPL. Il a été montré que les MPP, les MPGR, les MP dérivées de cellules 

hématopoïétiques contribuaient à la propagation du thrombus in vivo
202,216. Les interactions 

P-sélectine/MP sont particulièrement importantes dans l�initiation du processus 

thrombotique. La P-sélectine permet en effet de recruter des MP porteuses de PSGL1, 

particulièrement riches en FT. L�importance de ces mécanismes a été démontrée à l�aide de 

modèles murins associant invalidation du gène de la P-sélectine et un suivi dynamique de la 

croissance du thrombus par microscopie intravitale209,217-219. Ce phénomène possède de 

nombreuses boucles d�amplifications. En effet, la thrombine générée in situ, le collagène 

exposé par un sous-endothélium dénudé, le CD40 ligand soluble libéré par les plaquettes ou 

les lymphocytes activés, la P-sélectine, les cytokines, le stress oxydatif favorisent au site de 

la lésion vasculaire, la génération de nouvelles MP procoagulantes220.  
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Figure 7 : Contribution de la génération des MPE à l�activité procoagulante. EMPs : 
Microparticules endothéliales. TNF : Tumor necrosis factor (Sabatier et co. Blood 2002) 

  

 Les MP d�origine cancéreuse montrent également une activité procoagulante 

dépendante du facteur tissulaire. Ainsi la problématique du lien entre les MP et les 

thromboses associées aux cancers est un sujet important dans la littérature221. Bien qu�un 

nombre important de données existe pour supporter l�implication physiopathologique des 

MP dérivées de cellules cancéreuses dans les thromboses liées aux cancers222,223
(Annexe 1), 

le lien de causalité n�est pas encore totalement établi. Davila et co. ont montrés que 

l�injection de MP dérivées de cellules cancéreuses portant une activité FT très élevée chez la 

souris, provoque un syndrome proche d�une coagulation intravasculaire disséminée in vivo. 

De manière intéressante, cette étude démontre également qu�un taux minimal de MP 

injectées est nécessaire pour dépasser les mécanismes protecteurs anti-thrombotiques224. Ces 

conclusions concordent avec celles de Thomas et co. qui montrent que l�injection de MP de 

lignées tumorales pancréatiques humaines et murines induit dans un modèle de thrombus 

chez la souris un raccourcissement du temps d�occlusion veineux et artériel. Ce même 

travail démontre par microscopie intravitale que les MP spécifiquement dérivées de la 

tumeur se lie au thrombus de manière dépendante de la PSGL-1225
(Figure 8 et Annexe 2). 
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La contribution relative des MP dérivées de la tumeur ou des MP dérivées des cellules de 

l�hôte dans la formation du thrombus in vivo ainsi que la démonstration formelle du rôle du 

FT reste cependant des questions ouvertes.  

�

b. Fonction anticoagulante des microparticules 

 Si la résultante des activités des MP sur l�équilibre hémostatique semble clairement 

pro-coagulante, des protéines anticoagulantes ont été également mises en évidence à leur 

surface. Ainsi les MP dérivées de monocytes sont porteuses de thrombomoduline226 et 

d�inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI)227. Le récepteur à la protéine C activée a 

été montré à la surface des MPE. Ce récepteur endothélial de la protéine C est présent sous 

une forme fonctionnelle dans la MP différente de sa forme clivée qui ne peut plus lier la 

Figure 8 : Contribution des MP tumorales à la formation du thrombus in vivo (Thomas G. 
J. Exp. Med 2009). Détection de MP provenant d�une tumeur pancréatique marquée au GFP (vert) 
dans la circulation (images du haut) et dans le thrombus (images du bas) par microscopie intravitale.�
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protéine C activée228. En physiopathologie il paraît donc nécessaire de vérifier la résultante 

de l�expression concomitante des récepteurs anti- et pro-coagulants à la surface des MP sur 

l�équilibre hémostatique, particulièrement dans les lignées cellulaires capables d�exhiber les 

deux types d�activité (cellules endothéliales et monocytes-macrophages). L�activité 

fibrinolytique des MP, récemment mise en évidence peut aussi impacter sur cette balance 

hémostatique (cf infra).  

2)  Rôle des microparticules dans la modulation du tonus vasculaire 

 Les MP participent à la régulation du tonus vasculaire, notamment en diminuant la 

production du NO par les cellules endothéliales229,230. Une diminution du NO endothélial à 

pour conséquence de limiter les propriétés vasculoprotectrices et antiathérogènes de 

l�endothélium vasculaire (Figure 9). Cet effet a été observé sur des artères exposées in vitro

à des concentrations circulantes de MP isolées à partir de sang de patients coronariens, 

insuffisants rénaux, prééclamptiques, ou insuffisants pulmonaires9,11,231-233. Il est à noter que 

dans ce même test, les MP issues de volontaires sains n�ont aucun effet. La dysfonction 

endothéliale induite par les MP plasmatiques humaines dont essentiellement la sous-

population d�origine endothéliale, est associée à une diminution de la production de NO 

mais pas à une altération de l�expression de la NO synthase endothéliale. Des résultats 

similaires ont été observés avec des MP générées in vitro à partir de cellules musculaires 

lisses ou d�une lignée lymphocytaire234-236.  

 D�autres mécanismes impliqués dans la réactivité vasculaire ont été décrit. Les MP 

plaquettaires, source de thromboxane A2, induisent une contraction vasculaire237. Les MP 

issues d�une lignée lymphocytaire T ou isolées à partir de plasma de patients diabétiques 

induisent une hyporéactivité vasculaire, sur des artères murines isolées, associée à une 

production de NO et de prostacycline238,239. Dans cette étude, les auteurs ont montré que les 

MP induisent la NO synthase inductible et la cyclooxygénase de type 2 en activant le facteur 

de transcription NFkB. L�ensemble de ces mécanismes peut contribuer à la dysfonction 

endothéliale induite par les MP. 

 Par ailleurs, de manière surprenante, certaines MPE générées in vitro et portant sonic 

hedgehog semblent stimuler la production de NO endothélial et diminuent celle de radicaux 

libres oxygénés dans les vaisseaux240,241. Aucune information n�est encore disponible quant 
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à la présence de ce morphogène sur les MP plasmatiques ni sur l�évolution de son 

expression sur les MP au cours des pathologies cardiovasculaires. D�autres MP pourraient 

avoir également un effet favorable sur la fonction endothéliale. Le transfert d�acide 

arachidonique par les MPP pourrait ainsi induire l�expression de la cyclooxygénase-2 et la 

production de prostacycline impliquée dans l�inhibition de l�activation plaquettaire et la 

vasodilatation242. L�importance de ce dernier mécanisme n�est pas clairement établie en 

clinique humaine.  

.  

                                                                                                                                                 

Figure 9 : MPE et dysfonction endothéliale par diminution de la synthèse de NO. 
(Amabile et co. Ann Cardiol Angeol 2008) 
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 3) Rôle des microparticules dans l�inflammation 

 De nombreux travaux ont démontré, le rôle des MP dans la modulation de 

l�inflammation dans le compartiment vasculaire. L�effet pro-inflammatoire des MP implique 

par exemple les phospholipides oxydés capables d�activer les récepteurs du PAF (facteur 

d�activation plaquettaire) présents sur les cellules endothéliales et les leucocytes243. Les MP 

constituent également une source importante de substrat aminophospholipidique pour la 

phospholipase A2 sécrétoire, massivement libérée au cours du sepsis, conduisant à la 

génération d�acide lysophosphatidique, un puissant médiateur pro-inflammatoire et agoniste 

plaquettaire236. L�acide arachidonique transporté par les MP induit une augmentation de 

l�expression membranaire d�ICAM-1 sur l�endothélium198,244,245. Ces MP induisent 

également la néosynthèse de contre-récepteurs (CD11a/CD18, CD11b/CD18) monocytaires 

favorisant les interactions leuco-endothéliales. Les MP d�origine plaquettaire ou leucocytaire 

induisent la libération de plusieurs cytokines endothéliales (Il-1b, Il-6, Il-8, MCP-1) ou 

monocytaires (Il-1b, TNFa, Il-8)246-248 renforçant ainsi la réponse inflammatoire249. Les MP 

plaquettaires peuvent par ailleurs faciliter le recrutement de nombreuses cellules immunes 

(monocytes, lymphocytes T et B, cellules NK) 250-252. Les plaquettes interagissent 

directement avec l�endothélium vasculaire activé en augmentant arrêt des 

leucocytes/monocytes après tranfert par les MP de la chémiokine RANTES (Regulated on 

Activation, Normal T Expressed and Secreted)253.    

  A l�inverse, les MP libérées par des neutrophiles activés semble limiter la réponse 

inflammatoire aux stades précoces et participer aux défenses antimicrobiennes en se liant 

aux bactéries opsonisées, aux monocytes et aux cellules endothéliales71 focalisant ainsi 

l�activité anti-microbienne. Ces MPL moduleraient l�équilibre entre cytokines pro et anti-

inflammatoires sécrétées par les macrophages (Il-8 et TNFa vs TGF� et Il-10)254,255. Les MP 

dérivées de lymphocytes T peuvent aussi induire l�apoptose des macrophages provoquant en 

retour leur vésiculation256. Bien que ces dernières observations nécessitent une confirmation 

dans d�autres modèles cellulaires et in vivo, elles posent la question du rôle des MP comme 

acteurs potentiels de « limitation » et/ou de « résolution » de la réponse inflammatoire. 

  Le lien entre les activités inflammatoires, pro-thrombotiques et angiogénique des MP 

est très fort (figure 10). Les mécanismes permettant de montrer clairement ce lien dans le 

contexte endothélial ont été récemment résumés dans une revue157
(annexe 3). 
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4)  Rôle des microparticules dans l�angiogenèse 

  

 L�angiogenèse se définit comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à 

partir de vaisseaux préexistants. C�est un phénomène biologique très important et généralisé 

au cours de l�organogenèse embryonnaire alors qu�au stade adulte, ce processus ne sera 

activé que dans des conditions limitées ou pathologiques. Des travaux ont montré que les 

MP interviennent à trois étapes cruciales de l�angiogenèse : la dégradation matricielle, le 

recrutement et la différenciation des progéniteurs endothéliaux et la prolifération et  la 

migration des cellules endothéliales. 

Figure 10 : Lien entre propriétés pro-thrombotique et inflammatoire des MP. PMP : 
Microparticules plaquettaires, MMP : Microparticules monocytaires, EMP : Microparticules endothéliales : EPC : 
Progéniteurs endothéliaux, EPCMP : Microparticules de progéniteurs endothéliaux, COX2 : Cycloxygénase 2, 
ICAM-1 : Molécule adhésion intercellulaire 1, IL : Interleukine, TF : Facteur tissulaire (N.Mackman, Circ Res 
2009) 
�
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 Le rôle des MP dans la protéolyse et la dégradation matricielle est développé dans le 

paragraphe suivant.  

 Concernant les deux autres étapes, plusieurs mécanismes ont été décrits. La 

sphingomyéline portée par les MP tumorales pourrait être un composant actif de ces 

processus d�angiogenèse en favorisant la migration de cellules endothéliales, l�invasion et la 

formation de tubes257. De même, le FT porté par les MP est un puissant régulateur de 

l�angiogenèse258. En particulier, il augmente la synthèse du VEGF (vascular endothelial 

growth factor). De nombreux agonistes vasculaires comme le VEGF, le PAI-1 et le 

fibroblast growth factor (FGF) sont par ailleurs impliqués dans la formation des MPE 

porteuses de métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9). Plus récemment, il a été montré que 

les MP issues de cellules progénitrices endothéliales stimulaient l�angiogenèse par transfert 

horizontal de microARN176.  De plus les MPE stimulent les mécanismes de réparation 

tissulaire. Ceci a été montré dans le tissu musculaire. Cet effet est dépendant d�une 

augmentation de la différentiation des progéniteurs endothéliaux par un mécanisme 

impliquant la génération de radicaux libres oxygénés64.  

 Les MPP également sont capables d�induire l�angiogenèse in vitro (figure 11) et de 

stimuler la revascularisation post-ischémique in vivo
259-261. Un mécanisme avancé est la 

vectorisation de récepteurs membranaires tels que Flt-1 (VEGF-R1) 262. Les MP qui portent 

le Sonic Hedgehog favorisent l�angiogenèse en régulant positivement les molécules 

d�adhésion et les facteurs proangiogéniques263. In vivo, dans un modèle de souris, elles 

favorisent la néovascularisation par l�activation de la voie du NO264. 

 La promotion de l�angiogenèse par les MP peut avoir des effets délétères comme 

dans l�invasion tumorale, la rétinopathie diabétique65 ou la déstabilisation de la plaque 

d�athérosclérose265. 

 Inversement, dans certaines conditions, les MP libérées par les cellules endothéliales 

en culture altèrent l�angiogenèse in vitro
266. Il a aussi été montré que les MP plasmatiques 

isolées de sujets hypercholestérolémiques diminuent la formation de progéniteurs 

endothéliaux267.  
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Figure 11 :�Augmentation de l�angiogenèse par des concentrations croissantes de MPP 
dans un modèle d�anneaux aortiques de rat (Brill et co. Cardiovasc. Res. 2005) 

5)  Rôle des microparticules dans la protéolyse matricielle 

 Les cellules tumorales malignes possèdent un potentiel protéolytique important, 

caractérisé par la production de MMP et d�uPA, nécessaire à leur dissémination et à 

l�invasion tissulaire. Dans une série d�études publiées depuis 1994, la présence de ces 

enzymes protéolytiques a été identifiée, in vitro et in vivo
268-275, sur la membrane de MP 

tumorales isolées de surnageants de culture de lignées tumorales humaines ou de liquides 

d�ascite obtenus chez des patientes atteintes de cancer ovarien268,273. La détection de 
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l�activité enzymatique par zymographie et de la protéine support par immuno-empreinte a 

permis d�identifier sur ces MP, l�uPA et son récepteur uPAR, la proMMP-2, la proMMP-9 

et leurs formes actives, ainsi que des complexes entre les MMP et leur inhibiteur TIMP-1. 

Une bande protéolytique ayant la masse moléculaire du tPA a été également détectée par 

zymographie dans des MP provenant d�une lignée de carcinome de la prostate276. Un modèle 

de matrice extracellulaire en trois dimensions (Matrigel) a permis de mettre en évidence une 

action concertée entre l�uPA et les pro-MMP des MP dans la dégradation de protéines 

matricielles en présence de plasminogène. Le mécanisme proposé suggère que la membrane 

des MP fonctionnerait en offrant une large surface d�activation de MMP via la formation de 

plasmine par l�uPA268,274,275. Ces résultats ont été confirmés plus récemment par l�étude des 

MP isolées d�ascites prélevées chez des sujets atteints de cancer de l�ovaire277. 

 Les MMP sont également portées par des MP non tumorales, provenant de cellules 

endothéliales humaines. En effet, la présence de proMMP-2, proMMP-9, de leurs formes 

actives ainsi que celle de la MT1-MMP et des inhibiteurs TIMP-1 et TIMP-2 sur des MP 

obtenues de surnageants de culture de ces cellules a été démontrée par Taraboletti et al.
278. 

Ces MP favorisent la migration de cellules endothéliales et modulent leur capacité 

angiogénique dans le Matrigel : l�effet stimulateur sur la formation de tubes, observé à de 

faibles concentrations de MP, se transforme en effet inhibiteur à des concentrations plus 

fortes, suggérant un défaut d�implantation cellulaire sur la matrice dégradée par l�activité 

protéolytique des MP. Brodsky et al. ont également rapporté la présence de l�uPAR sur des 

MP obtenues par stimulation de cellules endothéliales avec des concentrations élevées de 

PAI-1152. 

  Enfin, certaines MP peuvent stimuler la production de MMP par des fibroblastes279, 

des cellules endothéliales280, ou des cellules malignes281 et contribuer ainsi de manière 

indirecte à la protéolyse péricellulaire. 

6)  Rôle des microparticules dans la survie cellulaire 

 Les MP peuvent être considérées comme un moyen pour la cellule parente d�éliminer 

de sa surface des molécules potentiellement délétères. Ceci a été montré il y a déjà plus de 

20 ans comme un mécanisme de défense des granulocytes contre le complexe d�attaque 

membranaire du complément33-35. Plus récemment un mécanisme similaire a été observé sur 
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un modèle de cellules érythroleucémique K562282. D�autres molécules sont ainsi expulsées 

de la surface cellulaire comme Fas ligand par des cellules tumorales ovariennes283 ou la 

caspase-3 par les cellules endothéliales induisant ainsi une protection contre l�apoptose284. 

Les MP pourraient également être impliquées dans la résistance aux chimiothérapies. La 

doxorubicine par exemple est accumulée dans des MP émises par des cellules tumorales. La 

génération de MP, enrichies en drogues cytotoxiques pourrait ainsi fournir à la cellule 

tumorale un mécanisme supplémentaire de résistance285. De manière intéressante, la survie 

des cellules hématopoïétiques est favorisée par les MPP252. Une étude récente montre 

également que les statines améliorent la survie des cellules endothéliales vasculaires en 

facilitant leur vésiculation in vitro
286. Il faut toutefois souligner que l�effet des statines reste 

débattu287,288.��

�

7)  Rôle des microparticules dans la modulation de la réponse 

immunitaire 

 Plusieurs travaux ont suggéré un rôle pour les MP dans l�induction d�une tolérance 

immune. Ainsi, au cours du premier trimestre de la grossesse, les cellules trophoblastiques 

génèrent des MP porteuses de Fas-ligand capables d�induire l�apoptose de lymphocytes T 

par l�intermédiaire d�interactions Fas/Fas-ligand289. L�apoptose induite par ce type de MP 

pourrait aussi constituer un processus d�échappement des cellules cancéreuses à la réponse 

immune en ciblant les cellules du système immunitaire porteuses de Fas et en diminuant le 

taux d�expression de Fas-ligand disponible à la surface tumorale. Dans ce sens, il a été 

démontré que des cellules épithéliales ovariennes cancéreuses étaient capables d�exporter du 

Fas ligand fonctionnel à la surface des MP alors que leurs homologues non néoplasiques 

exprimaient Fas-ligand sans le sécréter283. 

 À l�inverse, la réponse immune exacerbée pourrait résulter d�une production 

soutenue de MP ou d�une diminution de leur clairance. La pérennisation de complexes 

antigéniques phospholipides�protéines colocalisés par la membrane particulaire pourrait 

faciliter la reconnaissance par le système immun et contribuer à la pathogénie du syndrome 

des anticorps antiphospholipides. Des taux élevés de MP endothéliales riches en FT sont 

ainsi rapportés chez les patients présentant un anticoagulant lupique39. Il n�est actuellement 

pas établi dans ce type de situation, si les MP participent à la formation de néoantigènes ou 

si elles ne reflètent qu�une stimulation endothéliale particulière. 
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 Enfin, il faut noter, comme pour les exosomes, la présence sur des microparticules de 

molécules du CMH. Ces molécules peuvent être transférées à des cellules dendritiques 

receveuses permettant l�activation allogénique des lymphocytes T290. Ces vecteurs sont 

probablement responsables du transfert de molécules de CMH II déjà observé en culture il y 

a 10 ans291. Les MPP contribuent également la réponse humorale par activation des 

lymphocytes B dépendante du CD40 ligand292. D�autre part les MPE favorisent la 

maturation des cellules dendritiques plasmocytoïdes avec expression de molécules de 

costimulation pouvant induire une réponse immune T293.  

8) Rôle des microparticules dans la communication intercellulaire 

 Initialement décrite sur les exosomes, cette propriété de transfert horizontal de 

protéine, de lipides et d�information génétique d�une cellule à une autre est aussi démontrée 

pour les MP294. Les mécanismes impliqués dans ces interactions sont mal connus. Certaines 

études montrent un mode de transfert direct de protéines à la surface des cellules 

endothéliales253,295. D�autres suggèrent des mécanismes proches de la phagocytose 

impliquant des récepteurs scavangers ou des récepteurs à la PS296. Une fusion des 

membranes entre les MP et les cellules cibles a aussi été avancée297-300 (figure 12). Une 

meilleure compréhension de ces mécanismes d�interaction est importante car cette étape est 

potentiellement pharmacologiquement modulable. 

 Les MP d�origine monocytaires sont ainsi capables de transférer le récepteur de la 

chémiokine CCR5, un corécepteur du virus VIH, à des cellules ne l�exprimant pas comme 

les cellules endothéliales301. L�acquisition de ce corécepteur par les cellules cibles pourrait 

les rendre sensibles à l�infection par le VIH. Plus récemment, la fonctionnalité d�un tel 

transfert particulaire a été démontré à partir de MP dérivés des plaquettes ou des 

mégacaryocytes porteuses du récepteur CXCR457. De même, les lymphocytes T recevant la 

molécule Fas ligand par des MP de cellules tumorales peuvent subir l�apoptose302. Plus 

récemment, ce mécanisme à permis d�expliquer l�acquisition par des cellules de gliome 

humain de la forme tronquée du récepteur au facteur de croissance épidermique EGFRvIII 

alors qu�elles ne l�exprimaient pas initialement303. De plus, les PMP vectorisent des facteurs 

de transcriptions fonctionnels capables de maintenir un état d�activation des monocytes 
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élevé après endocytose304. Ce type de transfert explique également le risque de 

contamination de progéniteurs humains destinés à la thérapie cellulaire par des protéines 

animales apportées par des MP 168 et les discordances de phénotypes parfois observées après 

culture cellulaire comme la contamination par des protéines plaquettaires de progéniteurs 

endothéliaux précoces305. Ces transferts moléculaires complexifient l�identification des 

cellules sources d�une protéine particulière comme par exemple le FT. 

 Lors des interactions avec leurs cellules cibles, les MP peuvent libérer dans le 

cytoplasme de la cellule réceptrice tout leur contenu cytosolique. Celui-ci peut inclure non 

seulement des protéines mais également des acides nucléiques comme des ARN messagers  

ou des microARN298. Ces derniers ont pour fonction de contrôler l�expression des gènes en 

régulant la production d�ARN messagers. Ainsi, il a été montré que les MP de progéniteurs 

de cellules différentiées et de cellules tumorales transfèrent des ARNm59,176,252. Un transfert 

similaire a également été observé entre les cellules de Schwann et les axones des nerfs 

périphériques au niveau des n�uds de Ranvier306,307. Les conséquences de ce mécanisme 

sont diverses en fonction du matériel transmis. Par exemple, il peut aboutir à la maturation et 

à la différentiation des cellules cibles ou un effet inverse308.  

  

                                                                                                                                               

  

  

Figure 12 : Différents modes d�interaction entre les MP et la cellule cible. (Camussi et 
co. Kidney International 2010) 
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CHAPITRE 3 : LA GENERATION DE PLASMINE 

Le système d�activation du plasminogène joue un rôle fondamental dans l�homéostasie 

vasculaire en contrôlant la dissolution du caillot et le maintien d�un système vasculaire 

fonctionnel. L�activation du plasminogène permet de générer l�enzyme clé de ce système : la 

plasmine. Ce système est hautement régulé par de nombreux inhibiteurs qui permettent de 

limiter la diffusion de ses activités protéolytiques. Un jeu subtil d�interactions moléculaires 

où les surfaces supports (fibrine, membranes cellulaires ou matrice extracellulaire) ont un 

rôle essentiel, permet son équilibre. 

A. LE PLASMINOGENE 

 Le plasminogène humain, précurseur de la plasmine, est une glycoprotéine 

plasmatique monocaténaire de 92 kDa, synthétisée par le foie et circulant à une 

concentration comprise entre 1,5 et 2 �M. Sa demi-vie plasmatique est de 2,2 jours. 

  La forme native du plasminogène a été baptisée Glu-plasminogène en raison de la 

présence d�un acide glutamique à son extrémité N-terminale. Deux formes plasmatiques 

existent en fonction de leur degré de glycosylation, qui peut se situer au niveau de Asn289 et 

de la Thr346 (type I),ou au niveau de la Thr346 seulement (type II). Sept cent quatre-vingt onze 

acides aminés et 24 ponts disulfures s�organisent en sept domaines structurels (figure 13): 

une chaîne peptidique N terminale appelée peptide de préactivation, correspondant aux 

acides aminés 1 à 77, puis cinq séquences homologues d�environ 80 acides aminés chacune, 

appelées « kringles » K1 à K5, nommées ainsi par analogie avec un biscuit danois et enfin, 

au niveau de l�extrémité C terminale, le site responsable de l�activité protéolytique sérine 

protéase, formé des acides aminés 562 à 791309 contenant la triade catalytique caractéristique 

des sérines protéases : His603, Asp646 et Ser741310. 

 Chacun de ces différents domaines confère au plasminogène des propriétés 

spécifiques. Ainsi, le peptide N-terminal et les domaines �kringles� définissent la 

conformation spatiale du plasminogène. Ces derniers possèdent trois ponts disulfures intra-
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domaines qui leur confèrent une très grande stabilité de conformation. Des sites de liaison 

dépendant de la lysine (LBS : Lysin Binding Site) sont présents sur les K1 et K4. Ils 

permettent la fixation du plasminogène sur la fibrine ou sur les surfaces cellulaires et 

l�interaction de la plasmine avec l��2-antiplasmine, jouant ainsi un rôle majeur dans la 

régulation de la fibrinolyse311. 

  Un LBS de faible affinité est présent sur le K5. Il présente une affinité particulière 

pour les analogues de la lysine et il est impliqué dans une interaction inter-domaine avec le 

peptide N terminal du glu-plasminogène qui favorise une conformation compacte312,313. Des 

études physico-chimiques indiquent que cette forme fermée du glu-plasminogène est 

prédominante dans la circulation et qu�elle est en équilibre avec une forme ouverte de très 

courte demi-vie314,315. La rupture chimique de cette interaction par clivage protéolytique du 

peptide N-terminal par la plasmine (clivage soit de Lys 62, Arg 68 ou Lys 77) conduit à une 

forme tronquée ouverte, connue sous le nom de lys-plasminogène, incapable d�adopter une 

conformation compacte, qui constitue le substrat préférentiel pour les activateurs du 

plasminogène316. De la même manière, la saturation avec l��-ACA (acide �-amino 

caproïque) du LBS de faible affinité du glu-plasminogène K5 gène son interaction avec le 

peptide N-terminal et entraîne une transition du glu-plasminogène de sa forme compacte 

fermée à une conformation ouverte caractéristique du lys-plasminogène312,317.  

 Le clivage, dans le domaine sérine protéase, du pont peptidique Arg561-Val 562 par les 

activateurs du plasminogène génère la plasmine, une sérine protéase à large spectre qui clive 

ses substrats au niveau des résidus lysyl et arginyl. La plasmine est donc une molécule 

bicaténaire composée d�une chaine lourde N-terminale (la chaine A, 58kDa) et d�une chaine 

légère C-terminale (la chaine B, 25 kDa) reliées par deux ponts disulfures.   

 Il existe également des formes variantes de bas poids moléculaire comme le  

miniplasmin(ogène) et le microplasmin(ogène), avec respectivement seulement un kringle 

ou pas de kringle du tout attaché à la chaine légère. 
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B. LES ACTIVATEURS DU PLASMINOGENE 

1) L�activateur tissulaire du plasminogène (t-PA)  

 Le t-PA est une glycoprotéine monocaténaire de 527 acides aminés et de masse 

moléculaire 70kDa synthétisée par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses 

(CML) 318,319. La forme native contient au niveau de l�extrémité N-terminale une extension 

de 3 acides aminés (Gly-Ala-Arg). Le t-PA est composé de 5 domaines structuraux (figure 

14) : un domaine « finger » (4-50), un domaine « epidermal growth factor-like » (EGF-like) 

(51-87), deux domaines « kringle » (88-176 et 177-262) et un domaine sérine-protéase (276-

527) à l�extrémité C-terminale, comprenant la triade catalytique His322, Asp371 et Ser478. Le 

clivage du pont peptidique Arg275-Ile276 par la plasmine convertit le t-PA simple chaine (sct-

PA) en une forme double chaine (tct-PA). Mais au contraire de la plupart des enzymes de 

cette famille, il faut noter que la forme précurseur monocaténaire est déjà active320. Chacun  

Figure 13 : Structure du plasminogène. (D�après Rejante et Llinas, Eur J Biochem 1994) 
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des domaines du t-PA assure une fonction spécifique telle que l�activité enzymatique, la 

liaison à la fibrine et à des récepteurs cellulaires ou encore l�interaction avec les inhibiteurs 

des activateurs du plasminogène (PAI). La liaison à la fibrine se fait  par l�intermédiaire du 

domaine finger et du kringle 2321,322. En solution, le t-PA présente une faible affinité  pour le 

plasminogène. Mais celle-ci est fortement augmentée en présence de fibrine (x1000 à 1500) 

sur laquelle les deux molécules sont concentrées et prennent une conformation favorable316. 

 En plus de son rôle fibrinolytique dans les vaisseaux, le t-PA semble être un acteur 

important dans le système nerveux central323. Il est exprimé par les neurones et les cellules 

de la microglie. Il induit localement une génération de plasmine responsable de la 

dégradation de substrats différents de la fibrine comme par exemple la protéine �-

amyloide324. Il peut agir également directement sur certain substrat comme le PDGF-CC 

Figure 14 : Structure du t-PA (D�après Gething et co. Embo J 1988) 
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(Platelet derived growth factor)325 ou remplir des fonctions non protéolytiques comme la 

modulation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA)326. 

2)  L�urokinase (uPA)  

 L�uPA est également une sérine-protéase produite sous forme monocaténaire (scuPA 

ou pro-urokinase), de 54kDa et composée de 411 acides aminés327. Elle est sécrétée par de 

nombreux types cellulaires dont les cellules épithéliales, endothéliales, les polynucléaires 

neutrophiles, les monocytes et les cellules tumorales. L�urokinase possède 3 domaines : un 

domaine présentant des homologies avec l�EGF dans la partie N-terminale (5-49), un 

domaine kringle (50-131) et un domaine sérine protéase comprenant la triade catalytique 

His204, Asp255 et Ser356 à l�extrémité C-terminale. Le domaine kringle ne contient pas de site 

de liaison aux résidus lysines, ce qui explique qu�à la différence du tPA, l�uPA ne se lie pas 

à la fibrine. Sous sa forme monocaténaire, l�uPA est insensible aux inhibiteurs PAI-1 et PAI-

2. La pro-urokinase a la capacité d�activer le plasminogène mais ce potentiel activateur 

demeure très faible (inférieur à 1% de celui de l�urokinase)328.  

 Le clivage de la liaison peptidique Lys158-Ile159 par la plasmine, la kallikréine 

plasmatique ou la cathepsine B, convertit la pro-urokinase en une forme bicaténaire 

considérée comme l�enzyme active, l�urokinase ou tcuPA (Figure 15). Les deux chaines sont 

liées par un pont disulfure (Cys194-Cys222). La chaine légère (20kDa), composée de 158 

acides aminés, contient le fragment amino-terminal (ATF) incluant les domaines EGF et 

kringle et donc le site de liaison au récepteur de l�urokinase, uPAR. La chaine lourde 

(34kDa) est composée de 253 acides aminés comprenant le domaine sérine-protéase.  

 En présence d�une forte concentration de plasmine, celle-ci clive la liaison peptidique 

Lys135-Lys136, de la tcuPA qui génère une forme courte d�urokinase (33kDa) ne possédant 

pas ATF. Cette forme d�urokinase appelée urokinase de bas poids moléculaire, conserve 

l�intégrité de son activité mais perd sa capacité à interagir avec l�uPAR. Une autre forme de 

bas poids moléculaire (32Kd) est générée par clivage de la liaison Glu143�Leu144 par des 

métalloprotéinases spécifiques. La thrombine peut également cliver la pro-urokinase au 

niveau de la liaison peptidique Arg156-Phe157 ce qui aboutit cette fois à une protéine 

bicaténaire inactive. Cette réaction est fortement accélérée en présence de 

thrombomoduline329.  
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 Il est important de noter que la conversion de la pro-urokinase en urokinase n�est pas 

requise pour l�initiation de l�activation du plasminogène au niveau de la surface de fibrine et 

de la membrane cellulaire. En effet, la liaison du plasminogène au caillot de fibrine induit 

des changements de conformation qui stimulent l�activité intrinsèque de la pro-urokinase et 

lui permettent ainsi d�initier l�activation du plasminogène lié aux résidus lysines 

carboxyterminaux330. La conversion par la plasmine de la pro-urokinase en urokinase, plus 

active, conduit à une accélération de ce processus, d�autant plus que l�urokinase active le 

plasminogène tant en solution qu�au niveau du caillot de fibrine et des membranes 

cellulaires. 

3)  Le récepteur de l�urokinase (uPAR) 

 Le récepteur spécifique de la pro-uPA /uPA, uPAR (CD87), est exprimé à la surface 

des monocytes, les lymphocytes T, dans les granules des neutrophiles, sur l�endothélium, les 

épithéliums, les CML et les fibroblastes. Son expression à la membrane est régulée 

positivement en cas d�infection bactérienne et en réponse aux cytokines inflammatoires 

telles que le TNF�, l�IFN �, et IL-1327.  

Figure 15 : Conversion de pro-urokinase en urokinase par la plasmine 
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 L�uPAR est une protéine dont la masse moléculaire varie de 55 à 60 kDa en raison de 

glycosylations hétérogènes. La forme exprimée à la membrane contient une chaine 

peptidique de 283 résidus et une ancre glycérophosphoinositol (GPI) à sa partie C-terminale. 

Trois modules homologues, les domaines D1 (domaine aminoterminal), D2 (domaine 

central) et D3 (domaine carboxyterminal) sont impliqués dans l�interaction avec la séquence 

Asp12-Asn32 du domaine EGF-like de la pro-urokinase331. La résolution des structures 

cristallines de l�uPAR en complexe avec un peptide antagoniste332 ou avec le fragment ATF 

de l�uPA a permis de montrer que les 3 domaines de l�uPAR étaient impliqués dans la 

constitution du site de liaison de haute affinité pour l�u-PA333. Cette liaison induit un 

changement conformationnel de l�uPAR qui va ainsi interagir avec d�autres composants 

cellulaires comme la vitronectine et certaines intégrines par la partie externe du récepteur334.  

 Enfin, l�uPAR peut être clivé par l�urokinase, la plasmine ou les MMPs libérant 

diverses formes solubles qui possèdent des effets propres indépendants de l�urokinase 

comme la stimulation de la migration des monocytes335. 

C. LA FORMATION DE PLASMINE 

1)  Formation de plasmine par le t-PA 

 L�efficacité de la génération de plasmine par le t-PA est dépendante de la formation 

d�un complexe ternaire entre le t-PA, le plasminogène et la fibrine dans lequel les deux 

premiers partenaires sont fixés à la surface commune que représente le troisième336. La 

fibrine est donc cofacteur de la génération de plasmine avant d�en devenir le substrat 

terminal.  

 Deux phases peuvent être distinguées dans la lyse du caillot induite par le t-PA337.   

 Dans la première phase, le t-PA et le plasminogène se lient à des sites de faible 

affinité (Kd d�environ 1 �M) situés dans chaque région D de la fibrine (résidus �312�324 et 

A�148�160, respectivement)338. La structure cristallographique de cette région indique que 

ces sites sont très proches l�un de l�autre (environ 45 Å) ce qui facilite l�activation du 

plasminogène par le t-PA. D�autres études suggèrent l�implication dans ce mécanisme d�une 

autre région dans le domaine �C (A�221-610) qui a une affinité importante pour le 

plasminogène et le t-PA338. Tous ces sites sont au départ masqués sur la molécule de 
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fibrinogène et ne sont révélés que lors de la formation du réseau de fibrine par des 

modifications conformationelles339. Le sct-PA active ainsi lentement le plasminogène sur 

une surface de fibrine intacte. 

 Lors de la deuxième phase, la fibrine est partiellement dégradée par la plasmine 

formée exposant ainsi de nouveaux sites de liaison (lysines C terminale) pour le 

plasminogène et potentiellement pour le t-PA. La concentration en plasminogène à la 

surface de la fibrine et donc le taux de lyse peuvent ainsi être multipliés par trente340. Cette 

lyse est dépendante des caractéristiques du réseau de fibrine. Il a été montré qu�un caillot 

constitué de fibres plus fines avec de nombreux n�uds de branchement était lysé plus 

lentement qu�un caillot à fibres épaisses341.  

 Au niveau de la surface cellulaire, le mécanisme est très proche. De nombreux types 

cellulaires lient le plasminogène et ses activateurs pour générer de la plasmine et la protéger 

de l��2-antiplasmine (�2-AP). Les sites de liaison sont nombreux mais de faible affinité. Les 

gangliosides ainsi que les protéines de membrane qui possèdent des lysines C-terminale 

comme l��-énolase joue un rôle important dans cette interaction342. Les autres récepteurs du 

plasminogène comprennent le TIP49a343, des intégrines comme l��Mß2344 et l�histone 

H2B345, ce dernier jouant un rôle important sur les macrophages346. Le clivage par le t-PA 

du plasminogène lié à une surface cellulaire est environ 10 fois plus important qu�en 

solution, du au changement de conformation du plasminogène vers une forme plus 

facilement activable proche du lys-plasminogène347,348.  

 L�annexine A2, une protéine membranaire de 36-kd a été proposée comme le 

récepteur fonctionnel du t-PA sur les HUVEC349 (figure 16). Ce récepteur accélère 6 fois 

l�activation du plasminogène par le t-PA dans un système purifié. Dans un modèle de 

thrombus carotidien chez le rat, l�injection d�annexine A2 recombinante diminue la 

formation du thrombus350. De plus, les souris KO pour cette protéine, montrent des dépôts 

de fibrine dans les petits vaisseaux et une clairance incomplète des thrombi artériels générés 

par blessure351. Chez l�homme, des anticorps anti-annexine A2 sont associés aux thromboses 

dans le syndrome des anti-phospholipides352. Les travaux d�autres équipes suggèrent qu�une 

autre protéine proche de l�annexine A2, la S100A10 serait en fait le récepteur attendu353,354. 
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2)  Formation de plasmine par l�uPA 

  

 Dans le plasma, en l�absence de fibrine, la scu-PA est stable et n�active pas le 

plasminogène. C�est en présence d�un caillot de fibrine, que la scu-PA (mais pas la tcu-PA) 

induit une lyse spécifique du caillot355. Cette enzyme est inefficace pour activer le 

plasminogène lié aux résidus lysine interne sur la fibrine intacte mais présente une plus 

grande activité envers le plasminogène lié aux lysine C-terminales de la fibrine partiellement 

dégradée330.  

 Au niveau des membranes cellulaires, la liaison de la scu-PA à son récepteur u-PAR 

augmente son activité de génération de plasmine356 (Figure 16). La plasmine générée peut en 

retour activer la scu-PA en tcu-PA, augmentant ainsi l�efficacité de la réaction. Ces 

interactions sont strictement dépendantes de la liaison du plasminogène à la surface 

Figure 16 : Formation de plasmine par le t-PA ou l�u-PA à la surface des cellules 

endothéliales. Plg : Plasminogène, Pli : Plasmine, Plg-R : Récepteur du plasminogène, t-PA : Activateur 
tissulaire du plasminogène, PAI-1 : Inhibiteur des activateurs du plasminogène type 1, u-PA : urokinase, 
Prou-PA : Pro-urokinase (N. Semeraro and M. Colucci, M. Curie Bioscience Database) 
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cellulaire.  La plasmine formée qui reste liée à la surface cellulaire est efficacement protégée 

d�une rapide inhibition par l��2-AP.  

 L�initiation de l�activation du plasminogène peut impliquer d�autres enzymes qui 

permettent d�activer la scu-PA en tcu-PA : des métalloprotéases matricielles, comme la 

MMP-2357, des sérines protéases transmembranaires de type II (TTSPs) comme la 

matriptase358, la sérase-1B359 et l�hepsine360 ainsi que la kallikréine ou la cathepsine G. 

 Bien que l�u-PAR soit le récepteur cellulaire principal de l�uPA, celle-ci peut être 

activée à la surface cellulaire de manière indépendante de l�uPAR. Par exemple, l�intégrine 

�Mß2 présente sur les neutrophiles peut lier l�u-PA et induire de façon efficace une 

génération de plasmine344. 

D. LA REGULATION DE LA GENERATION DE PLASMINE. 

  

 Les différents inhibiteurs du système fibrinolytique agissent soit en inhibant 

directement les acteurs de la fibrinolyse (tPA, uPA, plasminogène/plasmine), ce qui est le 

cas des PAI et de l��2-anti-plasmine (�2-AP), ou alors de façon indirecte en interagissant sur 

les sites de liaison du plasminogène, ce qui est le cas de la lipoprotéine(a) et de l�inhibiteur 

de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI)361 (Figure 17). Tous ces inhibiteurs 

n�agissent pas chacun de leur côté mais il existe une synergie d�action du TAFIa, �2-AP et 

du PAI-1 pour mener de façon optimale la lyse du thrombus362.  

Figure 17  : Inhibiteurs du système fibrinolytique. T-PA : Activateur tissulaire du 
plasminogène, u-PA : Urokinase, a2AP : �2-antiplasmine, TAFI : Inhibiteur de la fibrinolyse activé par la 
thrombine, PAI-1 : Inhibiteur des activateurs du plasminogène type I, FDP : Fragments de dégradation de la 
fibrine. (Rijken et co. J.Thromb Haemost 2009) 
�
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1) Les serpines  

 Le premier groupe d�inhibiteurs appartient à la superfamille des serpines (serine 

protease inhibitors). Elles ont en commun une boucle réactive dans la région C terminale qui 

contient une liaison peptidique clivée par leurs enzymes cibles.  Ceci entraîne la libération 

d�un peptide et la formation d�un complexe inactif enzyme/inhibiteur. Le site actif de 

l�enzyme cible est bloqué par le complexe363. 

 a. Inhibiteur des activateurs du plasminogène de type 1 (PAI-1) 

 Le PAI-1 est l�inhibiteur majeur des activateurs du plasminogène, uPA et tPA. Plus 

précisément, il réagit avec la sct-PA, la tct-PA, la tcu-PA mais pas avec la scu-PA364 Il est 

constitué d�une simple chaine glycoprotéique de 52-kd, contenant 379 acides aminés365. Sa 

structure cristallographique est très semblable aux autres serpines avec 3 feuillets � (A, B et 

C), 9 hélices � (A à I) et une boucle réactive contenant la liaison peptidique piège270,366,367.  

 La forme active se transforme spontanément en une forme latente inactive368. Cette 

forme peut être réactivée en forme active qui se trouve stabilisée après liaison avec la 

protéine S ou la vitronectine par son domaine somatomedine B369. Il existe également une 

forme clivée du PAI-1 au niveau de la liaison peptidique370. Comme pour la forme latente, la 

boucle réactive n�est pas accessible dans cette conformation. Il ne peut donc pas y avoir de 

formation de complexe stable avec le tPA ou l�uPA371. La stabilisation de ces formes de 

transition par la liaison avec les ligands module le comportement du PAI-1372. 

 La concentration plasmatique du PAI-1 est faible, de l�ordre 0.4 nM mais augmente 

dans de nombreuses conditions pathologiques373 et dans le thrombus plaquettaire en raison 

de sa sécrétion et d�une synthèse de novo par les plaquettes374. Le PAI-1 peut également 

s�accumuler au site du thrombus par son interaction étroite avec la vitronectine375. 

L�accumulation de PAI-1 dans le thrombus prévient la lyse prématurée du thrombus en 

cours de formation. Cependant, une fois que le thrombus s�est formé et que la fibrinolyse 

s�amorce, le tPA et le plasminogène se lient à la fibrine et échappent au contrôle du PAI-1. Il 

s�en suit une importante génération de plasmine et la dissolution de la fibrine.  
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 Au niveau cellulaire, les complexes formés entre uPAR, uPA et PAI-1 sont 

rapidement internalisés via le récepteur membranaire LRP (récepteur des LDL). Ce 

processus d�internalisation est important, car il permet la dégradation de l�uPA et du PAI-1 

et le recyclage d�uPAR à la surface cellulaire, où il peut reprendre ses fonctions (Figure 18). 

Figure 18 : Inhibition du complexe u-PA/u-PAR par le PAI-1. LRP : Récepteur des LDL, u-
PA : urokinase, uPAR : Récepteur de l�urokinase, t-PA : Activateur tissulaire du plasminogène, PAI-1 : 
Inhibiteur des activateurs du plasminogène (Binder et co. News Physiol Sci 2002) 

�
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 b. Inhibiteur des activateurs de plasminogène de type 2 (PAI-2) 

 Le PAI-2 inhibe l�uPA et le tPA, mais avec une efficacité 10 à 50 fois moindre que le 

PAI-1364. Le PAI-2 est produit par les monocytes et les cellules trophoblastiques 

placentaires. Dans le plasma, sa concentration est très faible voire indétectable. La majorité 

du PAI-2 est stockée dans la cellule sous forme d�une protéine de 43 kDa non glycosylée et 

n�ayant pas de séquence signal à la membrane376. Néanmoins, le PAI-2 peut être sécrété 

après stimulation par la thrombine. Il contient une séquence unique riche en glutamine 

faisant de lui un substrat des transglutaminases dont le facteur XIIIa. Le facteur XIIIa 

permet donc la liaison du PAI-2 aux résidus lysines de la fibrine et du fibrinogène. Des 

effets du PAI-2 en dehors de la fibrinolyse ont été rapportés dont notamment une activité 

protéolytique intracellulaire377. 

 c. L��2-antiplasmine 

 L��2-AP est aussi un membre de la superfamille des serpines. Il est le principal 

inhibiteur de la plasmine. Il est synthétisé par le foie et circule à une concentration de 70 

µg/ml (7µM) avec une demi-vie de 3 jours. Il est formé par une simple chaine de 70 kDa 

avec 464 acides aminés dont 4 cystéines378. Seulement deux d�entre elles forment un pont 

disulfure379.  

 L��2-AP est synthétisée sous une forme active qui est partiellement convertie dans la 

circulation en une forme moins active par perte de sa partie C- terminale. De multiples 

résidus lysines dans cette partie de la molécule contribuent à sa liaison avec les kringles du 

plasmin(ogène)380,381. La structure cristallographique de l��2-AP révèle que cette partie C-

termine est très proche de la boucle réactive et qu�elle doit accélérer l�interaction avec la 

plasmine382. L��2-AP exerce son activité anti-fibrinolytique selon 2 mécanismes : elle 

inhibe de façon stable la plasmine en formant un complexe �2-AP-plasmine avec une 

constance d�association de 107 M-1s-1 et elle se lie à la fibrine de façon covalente rendant 

ainsi la fibrinolyse par la plasmine plus difficile383. Cette dernière réaction a lieu en présence 

de calcium et de facteur XIIIa. Dans la circulation, l��2-AP subit un clivage protéolytique au 

niveau de la liaison peptidique Pro12�Asn13 par un enzyme découverte récemment appelée 
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enzyme de clivage de l�antiplasmine (APCE) qui est une forme soluble d�une sérine protéase 

agissant au niveau des prolines, la protéine d�activation des fibroblastes384. Cette forme 

clivée se lie 13 fois plus rapidement à la fibrine pendant la formation du thrombus que la 

forme native et protège le caillot contre la fibrinolyse plus efficacement. Toujours en rapport 

avec cette forme clivée, il existe un polymorphisme au niveau du 6ième acide aminé qui est 

soit Arg soit Trp. La forme Arg6 est clivée 8 fois plus vite par l�APCE que la forme Trp6 et 

donc mieux incorporée à la fibrine385. 

 L�inhibition de la plasmine par l��2-AP se fait par 2 réactions successives : une 

réaction rapide aboutissant à un complexe inactif réversible suivie par une réaction plus 

lente qui aboutit à un complexe inactif de façon irréversible. La vitesse d�inhibition dépend 

de disponibilité des LBS et du site actif  sur la molécule de plasmine. Ainsi la demi-vie des 

molécules de plasmine générée à la surface de fibrine ou de cellules et qui ont donc leur 

LBS et site actif occupés est d�un ordre de grandeur 2 à 3 fois plus long que la plasmine 

libre386. De même, l�inhibition de la miniplasmine et de la microplasmine par l��2-AP est 

plus lente de la plasmine intacte. 

d. Autres serpines 

 D�autres serpines sont impliquées dans l�inhibition des activateurs du plasminogène à 

un degré moindre ou moins bien connu. Une neuro-serpine régule l�activité du t-PA dans le 

système nerveux central387. Dans le plasma, le t-PA et la tcu-PA sont également lentement 

inhibés par l��2-antiplasmine, l��1-antitrypsine, le C1-inhibitor et le plasminogen activator 

inhibitor-3 (PAI-3). 

 La protéase nexine 1 pourrait aussi jouer un rôle dans certaines conditions. C�est une 

glycoprotéine de 43-50 kDa, présente en faible quantité dans le plasma qui inhibe de 

nombreuses protéases à sérine : trypsine, thrombine, uPA, plasmine, tPA, facteurs XIa et Xa 

et protéine C activée. Cette protéase est à peine détectable dans le plasma mais exprimée par 

les plaquettes. Une étude récente montre que la formation du thrombus est significativement 

augmentée chez la souris déficiente en PN-1 dans un modèle de blessure au chlorure de 

fer388. Ceci démontre que les propriétés anti-thrombotiques de cette molécule ont été sans 

doute sous-estimées jusque là. 
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2)  Les inhibiteurs de liaison du plasminogène 

 a. L�inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI) 

 Le TAFI appartient à la famille des carboxypeptidases plasmatiques. Il est synthétisé 

par le foie sous la forme d�un propeptide monocaténaire de 60 kDa comprenant 401 acides 

aminés389. Il contient 4 sites de N-glycosylation (Asn22, Asn51, Asn63 et Asn86) contre un 

seulement pour le domaine catalytique (Asn219)390. La structure cristallographique du TAFI 

est disponible depuis peu pour les formes humaine391, bovine392 et bovine activée393. Elles 

fournissent une base structurale de l�activité intrinsèque de la pro-enzyme392 bien que son 

rôle anti-fibrinolytique soit mis en doute394,395. Elles mettent également en évidence 

l�existence de 1 ou 2 sites de liaison à l�héparine sur le TAFI et le TAFIa392,393. Son activité 

protéolytique est exercée par sa forme activée TAFIa396. Le zymogène est activé par clivage 

protéolytique en TAFIa dont l�activité enzymatique est très instable avec une demi-vie de 

l�ordre de la minute à 37°C. Après clivage, le peptide d�activation reste lié de façon non 

covalente au domaine catalytique au zinc397.  

 Il existe 2 variants naturels du TAFI (Thr325 et Ile325) dont l�activité diffère 

sensiblement après activation de la forme principale en termes de stabilité thermique et 

d�activité antifibrinolytique398. 

 Le TAFI est l�inhibiteur de la fibrinolyse découvert le plus récemment montrant un 

lien entre la coagulation et la fibrinolyse399. En effet son activation en TAFIa se fait par la 

thrombine ou la plasmine par clivage au niveau de l�Arg92400. La thrombine est un 

activateur faible du TAFI mais en présence de la thrombomoduline, l�activation du TAFI 

augmente plus de mille fois401,402. Ce mécanisme d�activation du TAFI est un phénomène 

calcium-dépendant403 au contraire de celui par la plasmine404.  

 L�activité antifibrinolytique du TAFIa passe par plusieurs mécanismes. Le TAFIa 

élimine les résidus lysines C-terminaux à la surface de la fibrine et à la surface des cellules 

empêchant ainsi le plasminogène de s�y lier405. Il participe à la clairance de la plasmine en 

éliminant les résidus lysines et complète ainsi l�action de l��2-AP. Il freine la conversion du 

Glu-plasminogène en Lys-plasminogène qui est un meilleur substrat pour ses activateurs. Et 



���

�

enfin, de forte concentration de TAFIa inhibent directement la plasmine. Secondairement le 

TAFIa inhibe les processus cellulaires de migration in vivo
406 et d�angiogenèse in vitro

407. 

 b. La lipoprotéine (a)  

 L�apolipoprotéine (a) est la glycoprotéine spécifique de la lipoprotéine(a) (Lp(a)), un 

facteur majeur de risque d�athéro-thrombose. La Lp(a) est constituée par l�association, via 

un pont disulfure, d�une lipoprotéine de faible densité (LDL) donc un c�ur lipidique et une 

molécule d�apoliprotéine B-100 avec une molécule d�apo(a). La Lp(a) présente une forte 

homologie structurale avec le plasminogène avec un enchainement de nombreux motifs 

kringle. Par conséquent, la Lp(a) rentre en compétition avec le plasminogène pour la liaison 

aux résidus lysine de la fibrine. Elle est par ailleurs incapable d�exercer une activité 

protéolytique. Elle présente donc un effet anti-fibrinolytique expliquant en partie son effet 

athérothrombogène. Cet effet se manifeste également à la surface des cellules 

endothéliales408 et des monocytes/macrophages409. 

E. CONSEQUENCES DE L�ACTIVATION DU PLASMINOGENE 

1) La fibrinolyse  

 La fibrine est un polymère insoluble issu de la conversion du fibrinogène sous 

l�action de la thrombine et stabilisé par le facteur XIIIa. Elle constitue le support physique 

du caillot sanguin. La fibrine est également le déclencheur de la fibrinolyse. La plasmine se 

forme selon un processus très précisément contrôlé, sa génération devant rester strictement 

localisée au niveau du thrombus. Comme nous l�avons vu, un certain nombre d�interactions 

moléculaires complexes sont responsables cette régulation. L�activation du plasminogène 

incorporé au thrombus est facilitée par la liaison du tPA à la fibrine. Les traces de plasmine 

formée vont amplifier l�activité fibrinolytique locale ; la fibrine partiellement digérée libère 

des sites lysine qui vont permettre de fixer un nombre plus important de molécules de 
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plasminogène. La pro-urokinase va être localement transformée en urokinase. Une lyse 

prématurée du caillot est prévenue par l�incorporation dans le caillot d�une certaine quantité 

d�inhibiteur. Les inhibiteurs de la phase soluble (�2-AP et PAI) vont éviter la dissémination 

systémique du processus en inhibant rapidement la plasmine ou les activateurs du 

plasminogène libérés du thrombus361. 

  

2)  Le remodelage matriciel  

 L�activation du plasminogène est conditionnée par une interaction entre ses sites de 

liaison et les résidus lysine en position carboxy-terminale présents sur les glycoprotéines de 

la membrane cellulaire, mais aussi de la matrice extracellulaire410. La plasmine générée in 

situ est capable de cliver des glycoprotéines membranaires, de dégrader directement 

certaines protéines de la matrice extracellulaire et la fibrine, mais aussi d�activer des 

précurseurs inactifs dont la pro-urokinase, des facteurs de croissance, ainsi que des MMP. 

Le système d�activation du plasminogène, en étroite interaction avec le système des MMP, 

constitue ainsi la plus importante source d�activité protéolytique péricellulaire (dégradation 

de protéines matricielles, libération de facteurs de croissance de la cellule ou de la matrice 

extracellulaire, génération de molécules bioactives) au cours de l�inflammation, de 

l�angiogenèse411  et de processus pathologiques comme le cancer412,413 et l�athérosclérose414. 

Une défaillance de ce système peut conduire à des accidents ischémiques vasculaires.  

 Le système d�activation du plasminogène exerce la plupart de ces effets matriciels 

par l�activation des MMPs415 (figure 19). Ce sont des endopeptidases sécrétées sous la forme 

de pro-enzymes (pro-MMP), dont l�activité dépend de leur activation et de l�incorporation 

du zinc dans le site catalytique416. Les pro-MMPs peuvent être activées en MMPs par la 

plasmine, la thrombine417, d�autres MMPs comme les MT-MMPs (membrane-type MMPs) 

et par les espèces réactives à l�oxygène. Les 23 MMP actuellement décrites chez l�homme 

ont été initialement classifiées en fonction de leur spécificité pour un substrat (collagénase, 

gélatinase, stromelysine, matrilysine, métallo-élastase) et de leur localisation sur la 

membrane cellulaire (les MT-MMP)418. Cependant, la multiplicité des substrats pour un 

même type de MMP a conduit à leur classification numérique (MMP-1, MMP-2 etc.). La 

fonction des MMP activées est régulée par 4 types d�inhibiteurs de type tissulaire (TIMP-1 à 

TIMP-4). 
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 Bien que la protéolyse de la matrice extracellulaire apparaisse comme la fonction 

principale des MMPs, elles régulent également l�activité biologique d�autres substrats. A 

titre d�exemple, elles clivent l�uPA dont elles abolissent l�interaction avec l�uPAR419, le 

plasminogène en générant ainsi de l�angiostatine420, le tumor growth factor � (TGF�) 

qu�elles activent421. A travers toutes ces actions et en association avec d�autres protéases 

dont celles impliquées dans le système d�activation du plasminogène, les MMPs participent 

à de nombreux phénomènes physiologiques tels que le remodelage tissulaire, 

l�inflammation, la différentiation, la prolifération et la migration cellulaires422, la plasticité 

neuronale, l�angiogenèse423, la croissance et la dissémination tumorale424 et la mort 

cellulaire425.  

Figure 19 : Conséquences de la génération de plasmine par le système uPA/uPAR. ECM : 
Matrice extracellulaire, MMPs : Métalloprotéases, TGF-�1 : Tumor growth factor �1, uPA : urokinase, uPAR : 
Récepteur de l�urokinase. (Blasi et co. Nature review 2002)
�
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  3) Autres conséquences de l�activation du plasminogène 

 La plasmine participe directement à l�activation de facteurs de croissance comme 

l�HGF426 ou le TGF�427. L�activation du TFG� tissulaire par protéolyse de son domaine 

protéique latent associé (LAP) ou de sa protéine de liaison, la LTBP, a particulièrement été 

étudiée428,429. Cette activation peut se faire par l�intermédiare de la thrombospondine 1 qui 

est connu pour lier le fibrinogène et faciliter sa conversion en plasmine par le t-PA sur les 

macrophages430. L�affinité particulière de la LTBP pour des molécules matricielles comme 

la fibrilline 1, adresse rapidement le TGF� libéré par les cellules sur la matrice431. L�action 

protéolytique de la plasmine permet de séparer le TGF� de son complexe protéique et de la 

libérer de la matrice extracellulaire. La mise a disposition de TGF� actif est essentielle dans 

la mise en route des phénomènes de cicatrisation physiologique, voir de fibrose 

pathologique. Dans un modèle animal de fibrose rénale chez la souris KO pour le PAI-1, des 

niveaux élevés de TGF� ont été détectés suggérant une implication de cette voie d�activation 

in vivo
432

.

 La plasmine joue également un rôle dans la régulation de l�adhésion cellulaire. 

Différentes études montrent les conséquences dramatiques d�une protéolyse péricellulaire 

exacerbée sur l�adhérence, l�organisation et la survie cellulaires, pouvant aboutir au 

détachement de cellules de la matrice extracellulaire et à la mort cellulaire par apoptose433. 

En effet, en dégradant les protéines d�adhésion extracellulaire, la plasmine induit une perte 

des intéractions cellule/matrice extracellulaire avec pour conséquence une rétraction 

cellulaire et un détachement conduisant à l�apoptose des cellules mésenchymateuses 

adhérentes dans un processus appelé anoïkis434-436. L�apoptose des cellules 

mésenchymateuses est un processus qui peut être impliqué dans l�initiation des phénomènes 

de calcification437. Récemment, il a été montré que la plasmine pouvait induire l�apoptose 

des myofibroblastes de valves aortiques438. 
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CHAPITRE 4 : MICROPARTICULES : 

BIOMARQUEUR EN PATHOLOGIE HUMAINE 

 Selon le NIH Biomarkers Definitions Working Group, un biomarqueur se définit 

comme une caractéristique biologique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un 

indicateur des processus biologiques normaux, pathogènes, ou pharmacologiques en réponse 

à une intervention thérapeutique. Le biomarqueur doit subir un processus de développement 

précis permettant de valider sa capacité d�indicateur de facteur pronostique. Si une telle 

démarche est largement engagée pour les MP par une accumulation d�argument en faveur de 

l�intérêt de leur dosage en pathologie humaine, elle reste pénalisée par un manque de 

standardisation méthodologique. Ce manque de standardisation représente à ce jour une 

limite importante affectant le critère d�objectivité de la mesure définissant un biomarqueur. 

  

A. INTERET DU DOSAGE DE MICROPARTICULES 
CIRCULANTES EN PATHOLOGIE HUMAINE 

   

L�objectif de ce premier sous-chapitre est de montrer l�avancement des données dans 

le processus de développement du dosage des MP comme biomarqueur en pathologie 

humaine. Les études citées le sont donc à titre d�exemples sans l�objectif d�être exhaustif  ni 

de développer l�intérêt des MP dans une pathologie particulière.  

  

 1)  Signification biologique des microparticules en pathologie. 

 a. Elévation des microparticules en situations pathologiques 

Les MP sont présentes dans le plasma de sujets sains et sont élevées dans de 

nombreuses circonstances pathologiques : maladies cardiovasculaires, thrombotiques, auto-

immunes, inflammatoires ou cancéreuses220,439. A titre d�exemples, la vésiculation des 

érythrocytes est importante dans les désordres hémolytiques. Des augmentations de MPE 
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sont rapportées dans les syndromes coronariens aigues214,440,441, les accidents vasculaires 

cérébraux2,442, le syndrome métabolique443, le purpura thrombotique thrombocytopénique3, 

le syndrome des anti-phospholipides5,39,444, les vascularites445, l�insuffisance veineuse 

chronique446, les phlébites447, l�hémoglobinurie paroxystique nocturne448. Toutes ces 

circonstances ont comme point commun une dérégulation des réponses inflammatoires et 

hémostatiques449. De plus, les facteurs de risque associées aux maladies cardiovasculaires 

tels que le diabète12,450,451, l�obésité, l�hypertension artérielle (HTA)13,452,453, les 

dyslipidémies ou l�insuffisance rénale s�accompagnent d�une élévation des taux 

plasmatiques de MP et plus spécifiquement de leur contingent endothélial.  

 Ces observations ont conduit à rechercher un lien entre l�élévation de ce paramètre 

avec l�activation cellulaire et l�activité de la maladie. 

 b. Microparticules : Marqueur d�activation cellulaire et de 

dysfonction endothéliale 

  

 Une élévation d�un sous-type de MP dans la circulation sanguine reflète une 

activation de la population cellulaire d�origine. Ainsi l�élévation des MPP est corrélée au 

facteur 4 plaquettaire et à la P-sélectine. De nombreuses études se sont concentrées sur les 

MPE comme biomarqueur de l�activation endothéliale et secondairement de la dysfonction 

endothéliale dans les pathologies cardiovasculaires. Par exemple, chez les patients souffrant 

d�insuffisance rénale terminale, les niveaux circulants de MPE corrèlent avec la rigidité 

artérielle et la détérioration de la dilatation vasculaire induite par le flux. Une telle relation 

n�est pas observée avec les MPP ou les MP annexine V+9. Des résultats similaires ont été 

retrouvés dans les syndromes coronariens aigues214,454, chez des patients diabétiques455, chez 

des femmes obèses15, dans la préeclamsie456 et dans la sclérose en plaques457 où il existe une 

corrélation entre les MPE et la dysfonction endothéliale mesurée par l�angiographie ou la 

vasodilatation induite par le flux. Les MPE augmentent de manière concomitante avec la 

dysfonction endothéliale chez les patients exposés au tabac. Ceci indique que la vésiculation 

endothéliale est un phénomène rapide in vivo, dynamique et réversible qui est indicateur 

d�une lésion endothéliale au moment du prélèvement458. 

�
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 c. Microparticules : Marqueur d�activité d�un état pathologique 

�

 Le tableau 2 résume les données de la littérature montrant une relation entre 

l�élévation des MPE et l�activité d�un état pathologique. Dans les syndromes coronariens, les 

MPE corrèlent avec l�étendue et la sévérité de la sténose après angiographie1. Dans 

l�hypertension pulmonaire, les niveaux de MPE sont positivement corrélés aux pressions 

pulmonaires et donc à la sévérité de la maladie et inversement corrélés à l�index cardiaque8.  

 D�autres sous types de MP ont été reliés à la sévérité de la maladie. Par exemple, 

chez les patients avec une hypertension sévère non traitée, les MPE et les MPP corrèlent 

avec les pressions systoliques et diastoliques13. Les niveaux plasmatiques de MPL sont reliés 

à la sévérité de l�athérosclérose chez les sujets asymptomatiques459. Plusieurs études ont 

démontré également que le nombre et l�activité pro-coagulante dépendante du FT des MP 

sont augmentés dans différents types de cancer où ils sont corrélés à la survenue de 

thromboses222,460-462.  

 Bien qu�une association entre MP et l�activité de la maladie ou la survenue d�un 

évènement collatéral comme la thrombose soit établit, le lien de causalité ou la signification 

pronostique de ce paramètre reste souvent à démontrer. 
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 d. Microparticules : Marqueur pronostique et indicateur du risque 

vasculaire. 

 i. Utilisation des MP comme marqueur  isolé 

  

 Elément clé pour l�intérêt clinique d�un biomarqueur, le rôle pronostique des taux 

initiaux de MP a été montré dans plusieurs études cliniques. En effet, les niveaux élevés de 

MPE sont associés à un pronostique défavorable chez les patients souffrant d�hypertension 

pulmonaire452. La mesure des MPE prédit également la survenue d�évènements 

cardiovasculaires chez les patients avec une pathologie cardiaque chronique sévère441. Les 

MPE sont aussi pronostiques d�une récidive d�accidents vasculaires cérébraux, 

d�évènements cardiaques aigus et de la survenue de complications vasculaires chez les 

patients diabétiques2,11. Des données très récentes montrent que chez les patients en 

insuffisance rénale terminale, des niveaux élevés de MPE sont un facteur prédictif robuste et 

indépendant de mortalité, plus puissant que les autres facteurs de risque classique comme le 

score de Framingham463. Un tel potentiel n�a pas été retrouvé pour les autres sous types de 

MP jusqu�à présent. De nombreuses études prospectives sont en cours pour essayer de 

démontrer que l�activité ou le nombre des MP procoagulantes est prédictif du risque 

thrombotique dans des cohortes de patients bien définies, en cancérologie principalement464. 

  

  

ii. Utilisation des MP dans des approches combinées

 Le dosage des MPE comme outil d�identification des patients à risques de 

complications vasculaires peut également s�envisager dans le cadre de stratégies combinées 

associant des marqueurs de lésions (MP et cellules endothéliales circulantes) et de 

régénération de l�endothélium (progéniteurs endothéliaux circulants) (Annexe 4). La balance 

entre ces marqueurs montre un profil de « vasculocompétence » du patient définit comme le 

résultat net de l�équilibre entre la lésion et la réparation de l�endothélium (figure 20). En 

faveur de cette hypothèse, une mobilisation des progéniteurs endothéliaux (PEC), au cours 

de l�ischémie myocardique ou cérébrale, a été associée à un pronostic fonctionnel favorable. 
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À l�inverse, une réponse régénérative insuffisante, associée ou non à une élévation 

persistante des marqueurs de lésions, suggère une réponse inadaptée de l�endothélium ou « 

vasculo-incompétence » conduisant à un état pathologique à risque vasculaire. Une étude, 

menée chez des patients subissant une angioplastie coronaire avec implantation de stent, a 

montré une élévation simultanée des cellules endothéliales circulantes (CEC) et des PEC au 

cours de la procédure465. L�amplitude de mobilisation était inversement corrélée à l�étendue 

de la lésion reflétée par les CEC. Cela suggère que des dommages endothéliaux importants 

associés à une réparation endothéliale insuffisante pourraient caractériser les patients à 

risque de complications post-procédure. À l�inverse des situations aiguës, les lésions 

endothéliales résultant de l�exposition chronique à des stimuli pathogènes sont associées à 

une réduction en précurseurs efficaces pour la réparation. Ce déséquilibre, objectivé par une 

augmentation des MPE et/ou CEC associée à une réduction du nombre et/ou de la 

fonctionnalité des PEC, met en évidence un déficit de réparation compensatoire qui 

contribue au développement et à la progression de l�athérosclérose. Par exemple, chez des 

patients présentant une insuffisance ventriculaire gauche post-ischémique466, ou chez des 

patients dyslipidémiques267, un index vasculaire combinant la mesure des PEC et des 

marqueurs de lésion tel que les MPE, offre une meilleure appréciation du risque vasculaire. 

 d. Microparticules : cible thérapeutique et indicateur de réponse 

pharmacologique. 

 La reconnaissance des MP comme un vecteur d�information pathogénique en fait une 

nouvelle cible pharmacologique et un indicateur de réponse thérapeutique. En effet, il a été 

montré que plusieurs médicaments bénéfiques dans les pathologies cardiovasculaires 

réduisent les niveaux circulants de MP. Par exemple, dans le diabète de type 2, le traitement 

par nifédipine (inhibiteur calcique) réduit les concentrations circulantes de MPP, MPE et 

MP monocytaires467. L�administration de bénidipine, un autre inhibiteur des canaux 

calciques, diminue les concentrations de MPE chez les patients hypertendus avec diabète de 

type 2468. Dans la même population de patients, le traitement par l�acide eicosapentanoïque 

réduit également les concentrations de MPE469. Les MPE sont aussi diminuées par 

d�administration de pioglitazone dans le syndrome métabolique470. L�injection intravitréenne 

d�anti-VEGF dans la rétinopathie diabétique proliférative diminue les taux de MPE dans 
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l�humeur vitrée65. De même, dans certaines pathologies inflammatoires (maladie de Crohn, 

rectocolite ulcérohémorragique), l�utilisation d�anticorps monoclonaux anti-TNF 

(infliximab) s�accompagne d�une réduction marquée des taux de MP procoagulantes471. De 

nombreux autres traitements sont accompagnés d�une réduction des taux circulants de MP : 

thienopyridine, abciximab, losartan, simvastatine, bézafibrate472-476. Il est tentant de 

supposer qu�une partie au moins de l�effet bénéfique de ces traitements puisse résulter d�une 

diminution du pouvoir pathogène des MP. L�intérêt de l�utilisation des MP dans le suivi 

thérapeutique est conditionné par la démonstration claire de son rôle pronostique dans une 

situation clinique et population précise.�

�
Figure 20 : Balance définissant la vasculocompétence. (Sabatier F, JCMM 2009) 
L�équilibre entre les lésions de l�endothélium, reflétées par les cellules endothéliales circulantes (CEC), les 
microparticules endothéliales (MPE) et la capacité de réparation endogène, attestée par les progéniteurs 
endothéliaux circulants (PEC), conditionne l�intégrité de l�endothélium. IVC : Index de vasculocompétence.
�
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 2) Limites actuelles de l�utilisation des microparticules comme 

biomarqueur en pathologie humaine.  

 A l�heure actuelle, l�interprétation et la comparaison des résultats des études 

cliniques menées sur les MP sont limitées par au moins deux points critiques qui 

conditionnent l�avenir de ce marqueur : 1/ un défaut de connaissance sur les mécanismes et 

les facteurs agissant sur la vésiculation cellulaire entrainant une méconnaissance des 

paramètres pré-analytiques influant sur la mesure des microparticules et la persistance de 

zones d�ombre pour l�interprétation des variations inter-individuelles, 2/ des limites 

techniques dues aux caractéristiques propres des microparticules comme leur petite taille qui 

constitue un challenge méthodologique encore non parfaitement résolu. En conséquence, les 

protocoles pré-analytiques et les méthodologies sont en constantes évolutions limitant 

fortement les démarches de standardisation pourtant indispensables à la réalisation d�études 

multicentriques. Ces limites rendent l�interprétation des résultats des études cliniques sur les 

MP difficiles. Elle doit être effectuée à la lumière d�une expertise technique importante. La 

réalisation d�études cliniques de qualité permettant de convaincre de l�intérêt des MP en 

pathologie humaine passe donc par une meilleure connaissance du phénomène de 

vésiculation in vivo et in vitro et des progrès technologiques permettant de mettre en place 

d�une démarche de standardisation. C�est une des missions que s�est fixé le sous-comité de 

standardisation pour la biologie vasculaire de l�ISTH. 

B. VARIABLES PRE-ANALYTIQUES POUVANT INFLUER SUR 

LES DOSAGES DE MICROPARTICULES 

 Les données de la littérature sur les variables pré-analytiques qui peuvent influer sur 

les dosages de MP sont parcellaires et insuffisantes pour émettre des recommandations 

consensuelles. Elles proviennent généralement de revues qui effectuent une synthèse des 

protocoles appliqués dans les études, les données justifiant le choix d�un protocole restant 

généralement non publiées66,477-480. Un forum paru en 2004 dans Journal of Thrombosis and 

Haemostasis, présente la méthodologie employée par six laboratoires experts dans le 
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domaine481. Quelques grands principes peuvent en être retirés. L�objectif principal des 

étapes pré-analytiques est d�éviter toute génération artéfactuelle de MP in vitro tout en 

préservant au maximum les MP d�intérêt. Les méthodes présentent donc comme point 

commun un prélèvement fait avec précautions et une étape de séparation du plasma 

contenant les MP, des cellules circulantes par centrifugation. Le sang total a été utilisé dans 

des méthodologies plus anciennes482-486. Les résultats ainsi obtenus ne sont pas comparables 

avec ceux obtenus sur plasma. Cette alternative ne devrait plus être retenue pour le dosage 

des MP circulantes. 

 Prenant en compte le schéma de traitement du prélèvement défini précédemment, de 

nombreux facteurs sont potentiellement sources de variabilité (figure 21): le choix de 

l�anticoagulant, la nature du tube de prélèvement, le mode de prélèvement, la taille de la 

seringue utilisée, le transport, le délai entre le prélèvement et la première centrifugation, le 

nombre, les vitesses et durées de centrifugation, la congélation avec sa température et sa 

durée et le mode de décongélation, etc�. L�importance relative de chacun de ces paramètres 

sur la mesure des MP est inconnue à l�heure actuelle et de ce fait aucune standardisation ne 

peut être proposée. 

 Des données permettent cependant d�avancer certaines règles générales. Le 

prélèvement doit être effectué avec une aiguille assez large de gauge 21 au minimum en 

rejetant les premiers millilitres. Les tubes en plastique semblent moins activer les plaquettes 

que les tubes en verre66. Il y a consensus général sur le fait d�utiliser le citrate comme 

anticoagulant avec des arguments tirés de l�hémostase plasmatique et des études sur les 

plaquettes. Il chélate le calcium et prévient ainsi la dégranulation leucocytaire et plaquettaire 

et dans une certaine mesure la vésiculation487. Il faut noter que dans une étude sur la 

réactivité plaquettaire, des niveaux différents de marqueurs d�activation enzymatique, de �-

thromboglobuline et de facteur 4 plaquettaire ont été notés en fonction de la nature du tube 

et du fournisseur488. L�utilisation des tubes CTAD (Citrate-Théophylline-Adénosine-

Dipyridamole) contenant un antiagrégant plaquettaire est sujet à discussion, les résultats de 

la littérature étant contradictoires489. L�EDTA semble moins adapté à la mesure des MP. En 

effet il provoque une activation plaquettaire dépendante de la P-sélectine478 et induit une 

dissociation de certaines molécules dépendantes du calcium comme l�intégrine �2b�3, 

antigène potentiellement cible pour le dosage des MPP490.  

 Une étude sur l�impact de l�agitation sur des concentrés de globules rouges montre 

un fort retentissement sur la vésiculation182.  
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 Les étapes de centrifugation ont pour objectif de séparer le plasma des cellules en 

éliminant toutes les plaquettes pour obtenir un « platelet free plasma » PFP. En effet les 

plaquettes résiduelles sont responsables d�une génération artéfactuelle de MP principalement 

après un cycle de congélation/décongélation. Pour éliminer les plaquettes une seule 

centrifugation est insuffisante. Un protocole d�une centrifugation de 1500g 15 min suivie par 

une deuxième centrifugation de 13000g 2 min, a été particulièrement recommandé491,492. 

D�autres alternatives ont été présentées comme une double centrifugation de 1500g-2500g 

15min493. 

 La réalisation d�études cliniques nécessite dans la plupart des cas une étape de 

congélation. Les expériences évaluant l�effet d�un cycle de congélation à -80ºC ont aboutit à 

des résultats variables. Dans les conditions où les plaquettes ont été adéquatement éliminées, 

l�effet semble cependant modéré. Toutefois les cycles répétés de congélation/décongélation 

sont à éviter. Une étude, réalisée sur des surnageants de concentrées de globules rouges, n�a 

pas montré de variation significative entre aliquotes frais et congelés182. Shet et al. ne 

trouvent pas de différence avant et après congélation pour des MPP plasmatiques4. Les 

données sur les MPE sont contradictoires. Simak et al. n�observent pas de variation des 

comptes de MPE après congélation14, alors que des fluctuations importantes sont observées 

par Van Ierssel et al.494. Pour limiter ces variations, certaines équipes pratiquent une 

congélation rapide dans l�azote liquide495. D�autres recommandent une décongélation lente 

des PFP dans la glace pour assurer une meilleure préservation de la structure et la fonction 

des MP202. Ceci est en contradiction avec une étude récente montrant l�impact majeur d�une 

telle pratique comparée à une décongélation rapide à 37ºC au bain marie496  

 Après décongélation, les MP sont soit directement mesurées dans le plasma soit 

isolées et lavées par centrifugation rapide avant d�être reprises dans un tampon PBS 

(Phosphate Buffered Saline)495. Cette deuxième méthode présente l�avantage de limiter 

l�interférence avec les protéines plasmatiques lors du dosage et de concentrer les MP 

permettant une identification plus aisée des sous-populations faiblement représentées. 

Cependant, la reproductibilité du rendement de cette étape de lavage n�a jamais été 

démontrée.  

  En conclusion, les données de la littérature sont insuffisantes pour établir des 

recommandations suffisamment complètes pour permettre d�initier une démarche de 

standardisation des étapes pré-analytiques du dosage des MP. 
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C. METHODOLOGIES DISPONIBLES POUR L�ANALYSE DES 
MICROPARTICULES 

 1)  Diversité des méthodologies disponibles pour l�analyse des 

microparticules 

La cytométrie en flux (CMF) est la technique la plus largement utilisée pour la 

numération et la caractérisation des MP4,39,482,497-499. Cette technique permet une analyse des 

cellules et des particules en suspension dans un flux de liquide les entrainant vers une cellule 

(flow cell) où elles interagissent une à une avec un faisceau laser. La détection de la 

dispersion de la lumière (scattering) et de la fluorescence émise permet une analyse 

multiparamétrique simultanée des caractéristiques physiques et de la composition 

antigénique de plus de 1000 évènements par seconde (Figure 22). 

Figure 21 : Etapes du processus pré-analytiques pouvant influer sur le dosage des MP.   

�
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 A côté de la cytométrie de flux, plusieurs autres méthodologies ont été développées 

ou adaptées pour la mesure des MP. Elles peuvent être regroupées en deux catégories 

principales. Dans la première, comme pour la CMF, les techniques fournissent des 

informations sur les particules individuelles. Elles comprennent des techniques de 

microscopie à haute sensibilité500, comme la « confocal laser microscopy », la « Differential 

Interference Contrast (DIC) microscopy », la « Reflection Interference Contrast Microscopy 

(RICM) », et la microscopie électronique501. Récemment, la microscopie à force atomique 

(AFM) a été proposé par Yuana et al. comme méthode permettant d�étudier la taille, les 

propriétés antigéniques et la numération de sous-types de MP502. Dans cette technique, les 

MP sont capturées par des sondes immobilisées sur une surface parfaitement lisse de mica. 

Le déplacement d�une microsonde sur cette surface permet d�enregistrer un signal électrique 

proportionnel aux « accidents » de surface rencontrés (les MP). 

 L�autre catégorie est composée d�un ensemble de techniques fournissant une 

information globale sur l�échantillon.  Il s�agit de tests immunologiques, fonctionnels ou 

hybrides qui associent une étape de capture immunologique et une révélation fonctionnelle. 

���������
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Figure 22 :�Exemple de mesure des MPP par cytométrie de flux  
Graphe de gauche : Scattergram FS/SS permettant de définir la fenêtre d�analyse des MP sur des    paramètres 
dépendant de leur taille et de leur structure. Graphe de droite : Dot plot montrant une population de MPP 
doublement marquées AnnV-FITC/CD41-PE. Analyse réalisée sur Cytomics FC500 (Beckman Coulter) 
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 Les premiers utilisent une capture des MP par anticorps ou par l�annexine V dirigée 

contre des antigènes spécifiques ou la PS respectivement. Les MP sont ainsi mesurées en 

fonction de leur origine cellulaire et/ou de leur contenu en PS503-507. A titre d�exemple, un kit 

ELISA pour MPP a été commercialisé par la société japonaise JIMRO Co. Ltd (Gunma, 

Japan). Michelsen et al. ont décrit une méthode qui quantifie les MPP ciblées par l�antigène 

GPIIb par time�resolved immunofluorometric assay (TR-IFMA)508. La bonne sensibilité de 

cette méthode repose sur les propriétés du rapporteur fluorescent utilisé, un lanthanide 

(europium chelate). 

 Les tests fonctionnels sont exclusivement basés sur l�activité pro-coagulante des MP 

soit dépendante de la PS, soit du FT509,510. La génération de thrombine par les MP peut être 

réalisée en microplaque avec un substrat fluorescent sur le Calibrated Automated 

Thrombogram® system (Thrombinoscope BV, Maastricht, NL and Diagnostica Stago, 

Asnieres, F)511. Très recemment, un nouveau test a été commercialisé par Diagnostica Stago, 

le STA®-procoag PPL®. Il mesure un temps de coagulation dépendant des phospholipides 

dans un PFP512.  

 Enfin, il existe des tests hybrides comme le test Zymuphen-MP®, commercialisé par 

la société Hyphen Biomed (Andresy, F). Il combine une capture en phase solide des MP par 

de l�annexine V ou un anticorps et mesure l�activité prothrombinasique des MP214,513. 
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Figure 23 : Principe d�une méthode hybride combinant capture et test fonctionnel. TF : 
Facteur tissulaire, AV : Annexine V, BI : Biotine, SA : Streptavidine, PS : Phosphatidylsérine. (Zymuphen*, 
Hyphen Biomed). D�après J. M. freyssinet.  

  

  

 A la frontière entre ces deux grandes catégories, le Dynamic Light Scattering (DLS) 

permet de déterminer la taille et la concentration des MP par la mesure des fluctuations de la 

lumière dispersée produites par les mouvements browniens à différents angles514. 

Récemment deux instruments, basés sur le principe du DLS, ont été commercialisés : le 

Zetasizer Nano S de Malvern Instruments Ltd., et le N5 submicron particle Size Analyser de 

Beckman Coulter. Cette technique a été adaptée au suivi des particules individuelles par 

Harrison et al. : le « single particle tracking » (SPT)515 (Figure 24). L�origine cellulaire peut 

être déterminée par l�utilisation de sondes fluorescentes adaptées comme dans le « enhanced 

laser microscopy tracking » (ELMT)516. 
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2)  Avantages et limites des techniques de mesure des microparticules    

   

 Le tableau 3 résume les principaux avantages et limites des techniques de mesure des 

MP. Les techniques de microscopie à haute sensibilité apportent des informations précises 

sur les MP de petites tailles. Mais elles sont très lourdes à mettre en �uvre tant au niveau de 

l�instrumentation que de leur utilisation. Elles ne sont pas adaptées à une utilisation à grande 

échelle. Compte tenu de sa résolution de quelques nanomètres, l�AFM permet une détection 

et une numération précise des MP quelque soit leur taille. La taille des MP peut être 

automatiquement déterminée par l�interprétation de la hauteur mesurée par la sonde et le 

volume occupé sur la surface de mica. Mais là encore, cette technique ne peut être envisagée 

que comme référence à cause de sa lenteur d�exécution (quelques échantillons par jour) dans 

sa forme actuelle. 

Figure 24 : Shéma du principe d�un appareil utilisant le single particle tracking
(Nanosight* web site) 
�
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 Les tests ELISA ou apparentés offrent au contraire une possibilité d�analyse à plus 

haut débit de nombreux échantillons. Ils sont assez sensibles pour détecter des antigènes 

faiblement présents et sont plus faciles d�utilisation que l�immunophénotypage par CMF. 

Cependant, ces tests ne fournissent aucune information sur la taille des MP mesurée ni 

aucun compte absolu de particules. Une quantification indirecte est cependant possible504. 

La quantification globale est dépendante d�un seul biomarqueur mesuré. Des interférances 

avec les antigènes solubles sont possibles et peuvent conduire à une surestimation des 

niveaux de MP491. Les tests fonctionnels mesurent la contribution générale des MP à une 

activité spécifique, non nécessairement reliée à leur nombre. Ceci est particulièrement vrai 

quand ce sont les sous-populations minoritaires qui portent le plus d�activité.  

 La technique DLS est bien adaptée à la fourchette théorique de taille des MP. 

Cependant dans sa configuration standard, cette méthodologie parait plus adaptée à la 

détermination de la taille de population homogène. La distribution hétérogène de la taille des 

MP plasmatiques entraîne souvent des résultats ininterprétables. Ainsi, les instruments 

commercialisés sur le principe du SPT, déterminent avec précision la taille de billes de 

calibration. Les résultats obtenus avec du plasma restent plus difficile à interpréter. De plus, 

cette technique mesure tous les types de particules dans la fenêtre de taille d�analyse 

comprenant par exemple les lipoprotéines et les débris. L�introduction de sondes 

fluorescentes dans les techniques dérivées de type SPT ou ELMT ont pour but de palier à 

cette limite. 

 Comparée à ces diverses techniques, la CMF présente l�avantage d�une analyse 

multiparamétrique de très haut débit de chaque MP individuelle. Cependant, les limites cette 

technique sont de plusieurs niveaux : une difficulté à détecter les évènements à faible 

antigénicité, un comptage absolu des MP couteux et délicat et une difficulté à détecter des 

évènements de faible taille (inférieure à 0.5µm). Ainsi, les cytomètres utilisés jusqu�à 

présent ne mesurent qu�une partie des MP (celle de grosse taille). Cependant de récentes 

améliorations technologiques permettre de dépasser dans une certaine mesure ces limites et 

de maintenir la compétitivité de cette technique pour la numération des MP. La diversité des 

performances des cytomètres ainsi que la multiplicité des protocoles appliqués et des 

marqueurs choisis empêche une comparaison directe des résultats d�une équipe à l�autre.  
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 Actuellement, aucune de ces techniques ne remplit tous les critères désirés pour la 

mesure des MP plasmatique. En absence de méthode idéale, cette diversité doit être 

comprise et utilisée dans un sens de complémentarité. Une comparaison directe entre ces 

techniques est nécessaire afin de déterminer objectivement la place relative de chacune 

d�elles.   

 La réalisation d�études cliniques multicentriques afin de confirmer l�intérêt de MP en 

pathologie humaine rend indispensable une démarche de standardisation de ces 

méthodologies.  
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DEUXIEME PARTIE: TRAVAUX PERSONNELS 

INTRODUCTION 

      

 Les microparticules sont des vésicules qui résultent du bourgeonnement des 

membranes des cellules activées ou apoptotiques. Leur intérêt est double. Elles sont tout à la 

fois des vecteurs actifs d�effecteurs biologiques ayant de multiples conséquences sur 

l�homéostasie de différents systèmes et également des biomarqueurs dosables dans le sang 

périphérique d�un état cellulaire activé ou d�une lésion d�un tissu particulier.   

 Ce travail sur les microparticules comprend ces deux aspects. Les trois premiers 

articles constituent un ensemble plus fondamental qui met en évidence une activité de 

génération de plasmine à leur surface. Les deux articles suivants traitent un aspect plus 

appliqué sur les microparticules visant à franchir les limites méthodologiques pour une 

meilleure évaluation de ce biomarqueur émergeant en pratique clinique. Une stratégie 

de standardisation de leur mesure par cytométrie de flux est proposée. Cette association 

entre travail fondamental et appliqué se justifie par une mission mixte universitaire et 

hospitalière menée en parallèle pendant ces années de thèse. 

 Leur capacité à vectoriser des systèmes fonctionnels exprimés par leurs cellules 

d�origine nous a conduit à explorer, la génération de plasmine à leur surface. Dans un premier 

travail, nous montrons que les MP dérivées de cellules endothéliales (MPE) sont des surfaces 

catalytiques capables d�activer le plasminogène par le système de l�urokinase et de son 

récepteur (uPA/uPAR). Les MPE agissent comme des vecteurs de plasmine constituant une 

nouvelle voie dans la régulation des activités protéolytiques de l�endothélium (Article 1). 

Dans un second travail, nous avons montré que l�uPA portée par les cellules ou par les MPE 

est spécifiquement impliquée dans un mécanisme reconnaissance du plasminogène lié à une 
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autre surface biologique générant de la plasmine in situ avec une grande efficacité (Article 

2).  

Dans un troisième travail, nous montrons que cette activité fibrinolytique est détectable sur 

les MP extraites de la circulation sanguine, où elle est plus spécifiquement portée par les sous 

populations endothéliales et leucocytaires. Cette activité qui est dépendante de l�uPA mais 

aussi de l�activateur tissulaire du plasminogène, est modulée dans des pathologies 

cardiovasculaires et auto-immunes (Article 3). La détection de cette activité dans le sang 

périphérique de patient a conduit à un dépôt de brevet sur une méthode de mesure de 

l�activité plasmine des microparticules présentes dans un échantillon de fluide biologique et 

utilisation de dosage approprié (Brevet 1). 

 Dans une seconde partie, la pertinence de la mesure des MP comme biomarqueur en 

pratique clinique nous a amené à nous focaliser sur leurs méthodes d�analyse. En effet, à 

l�heure actuelle, l�évaluation du bénéfice apporté par les MP est limitée par un manque de 

standardisation des méthodologies. Dans ce travail, nous présentons une nouvelle stratégie de 

standardisation de la cytométrie en flux (CMF) (Annexe 5) et son évaluation dans le cadre 

d�une étude multicentrique utilisant des micro-billes fluorescentes calibrées en taille (Article 

4). Enfin, nous discutons dans une revue les limites actuelles de la CMF et les stratégies ou 

améliorations technologiques permettant de les dépasser (Article 5). 

  Pendant cette période de travail de thèse, nous avons également apporté notre 

contribution à des travaux majeurs soit clinique (Annexe 1), soit fondamental (Annexe 2) sur 

l�implication des MP tumorales dans la thrombose.  

 Notre implication dans le domaine des MPE s�est également traduite par la co-

rédaction d�articles de revue sur le sujet (Annexes 3 et 4).   
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ARTICLE 1 

Activation of plasminogen into plasmin at the surface of endothelial 

microparticles: a mechanism that modulates angiogenic properties of 

endothelial progenitor cells in vitro. 

Romaric Lacroix
1, Florence Sabatier1, Agnès Mialhe1, Agnès Basire1, Ralph Pannell2, 

Hélène Borghi3, Stéphane Robert1, Edouard Lamy1, Laurent Plawinski4, Laurence Camoin-
Jau1, Victor Gurewich2, Eduardo Angles-Cano4, and Françoise Dignat-George1. 

1Unité Mixte de Recherche S 608 (UMR-S 608), Institut National de la Santé et de la 
Recherche Médicale (INSERM), Université de la Méditerranée, Unité de Formation et de 
Recherche (UFR) de Pharmacie, Marseille, France; 2Vascular Research Laboratory, Beth 
Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, Boston, MA; 3Service de 
Microscopie Electronique, UFR de Médecine, Université de la Méditerranée, Marseille, 
France; 4INSERM, Cyceron, Université de Caen, Caen, France. 

Blood. 2007;110:2432-2439 

 Les microparticules (MP) sont des vésicules qui résultent du bourgeonnement des 

membranes des cellules activées ou apoptotiques. Elles ont été décrites dans de nombreux 

modèles cellulaires et dans différentes conditions pathologiques où elles sont le signe d�une 

activation ou d�une apoptose cellulaire. Parce qu�elles vectorisent diverses molécules 

provenant de la cellule d�origine, les MP peuvent exercer un spectre d�activité biologique : 

elles propagent des réponses biologiques impliquées dans la balance hémostatique, 

participent aux réponses inflammatoires et à l�angiogenèse. La capacité de l�endothélium à 

libérer des MP après une stimulation inflammatoire a été démontrée. Des niveaux élevés de 

MPE ont été rapportés dans des conditions pathologiques variées comme les syndromes 

coronariens, l�insuffisance rénale, le diabète, le syndrome des antiphospholipides, le purpura 

thrombotique thrombocytopénique, et la drépanocytose, situations dans lesquelles ces valeurs 

élevées de MP  reflètent la dysfonction endothéliale et sont associées à un mauvais pronostic. 

 Les MPE fournissent une surface phospholipidique procoagulante pour l�assemblage 

et l�activation des facteurs de la coagulation. Ceci est dû à l�expression de la 

phosphatidylsérine sur la couche externe de la membrane cellulaire. Leur implication dans la 

génération de thrombine résulte aussi de leur capacité à porter, délivrer ou induire une 

activité facteur tissulaire. Toutefois, une contribution plus complexe des MPE à la balance 
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hémostatique est suggérée par l�expression à leur surface de molécules anticoagulante comme 

la thrombomoduline, le TFPI et le récepteur endothélial à la protéine C.  

 Le système d�activation du plasminogène constitue un autre régulateur clé de 

l�homéostasie vasculaire. Il repose sur 2 sérines protéases ; le t-PA qui est principalement 

impliqué dans la fibrinolyse et l�uPA qui joue un rôle majeur dans la protéolyse péricellulaire 

du à son affinité élevée pour son récepteur cellulaire, uPAR. La génération de plasmine 

induite par l�uPA et l�activation secondaire de MMP favorise la migration cellulaire à travers 

la matrice interstitielle et participe à des processus tels que le remodelage tissulaire, 

l�invasion métastatique et l�angiogenèse. Il faut également noter qu�une activation 

incontrôlée du plasminogène peut avoir des conséquences délétères en induisant un 

détachement cellulaire et une apoptose. La régulation de la génération de plasmine à la 

surface endothéliale est donc d�une haute importance dans le contrôle de l�homéostasie 

vasculaire. 

  

La capacité des MP à  vectoriser  des protéines et systèmes fonctionnels exprimés par les 

cellules d�origine, nous a amené à poser  l�hypothèse que les MPE pouvaient représenter 

des surfaces catalytiques susceptibles d�interagir avec le plasminogène et de  former de 

la plasmine.    

 L�objectif de ce premier travail a donc été d�étudier la capacité des MPE à lier le 

plasminogène et de la convertir en plasmine active et de définir l�impact de  cette génération 

de plasmine sur la capacité des MPE à réguler les réponses angiogéniques des PEC in vitro. 

 Ce travail a permis de montrer que des MPE dérivées d�HMEC stimulées au TNF-�

représentent des surfaces catalytiques capables de générer de la de plasmine. Cette génération 

implique l�expression d�uPA et de son récepteur uPAR à la surface des MPE. Celle-ci est 

amplifiée par leur capacité à lier de l�uPA exogène sur des molécules d�uPAR restées libres. 

Le plasminogène est activé à la surface des MPE de manière dose dépendante, saturable et 

spécifique comme l�indique l�inhibition par l�acide �-amino-caproïque et la carboxypeptidase 

B. 

 La génération de plasmine dépendante des MPE modifie la formation des tubes 

vasculaires par les PEC. Alors que les faibles concentrations de MPE augmentent la 

formation des tubes, les fortes concentrations la diminuent. Le blocage de ces effets par des 
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inhibiteurs d�uPA ou de plasmine souligne le rôle clé de la génération de plasmine induite par 

les MPE.  

 En conclusion, nous avons démontré que les MPE agissent comme des vecteurs 

supportant la génération de plasmine et sa dissémination. Ceci constitue une nouvelle voie 

dans la régulation des activités protéolytiques de l�endothélium avec des implications 

potentielles dans l�inflammation, l�angiogenèse et l�athérosclérose.   
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The regulation of plasmin generation on

cell surfaces is of critical importance in

the control of vascular homeostasis. Cell-

derived microparticles participate in the

dissemination of biological activities.

However, their capacity to promote plas-

min generation has not been documented.

In this study, we show that endothelial

microparticles (EMPs) from tumor necro-

sis factor a (TNFa)–stimulated endothe-

lial cells served as a surface for the

generation of plasmin. The generation of

plasmin involved expression of urokinase-

type plasminogen activator (uPA) and its

receptor (uPAR) at the surface of EMPs

and was further increased by their ability

to bind exogenous uPA on uPAR. Plasmin-

ogen was activated at the surface of EMPs

in a dose-dependent, saturable, and spe-

cific manner as indicated by the inhibition

of plasmin formation by e-amino-caproic

acid (e-ACA) and carboxypeptidase B.

EMP-induced plasmin generation affects

tube formation mediated by endothelial

progenitor cells. However, low amounts

of EMPs increased tube formation,

whereas higher concentrations inhibited

it. Prevention of these effects by inhibi-

tors of either uPA or plasmin underscore

the key role of EMP-induced plasmin gen-

eration. In conclusion, we demonstrated

that EMPs act as vectors supporting effi-

cient plasmin generation and dissemina-

tion, a new pathway in the regulation of

endothelial proteolytic activities with po-

tential involvement in inflammation, an-

giogenesis, and atherosclerosis. (Blood.

2007;110:2432-2439)

© 2007 by The American Society of Hematology

Introduction

Microparticles (MPs) are vesicles resulting from the blebbing of the

cellular membrane of most activated or apoptotic cells.1 These mi-

crovesicles have been described in various cellular models and in

different pathological conditions as reliable hallmarks of cell damage.2

Because they convey various bioactive effectors originating from the

parent cells, MPs may exhibit a spectrum of biological activities: they

regulate endothelial or blood cell functions, participate in inflammatory

responses or angiogenesis, and propagate biological responses involved

in hemostatic balance.3We previously reported the capacity of endothe-

lial cells to releasemicroparticles after inflammatory stimulation and the

presence of increased levels of circulating endothelial microparticles

(EMPs) in patients with thrombotic disorders.4 Since this initial report,

elevated levels of EMPs have been documented in various pathological

conditions including coronary syndromes,5 renal failure,6 diabetes,7

antiphospholipid syndrome,8 thrombotic thrombocytopenic purpura,9

and sickle cell disease,10 in which they reflect endothelial dysfunction

and are associated with a poor clinical outcome.

EMPs provide procoagulant phospholipid surfaces for the

assembly and activation of coagulation factors, mainly through

phosphatidylserine translocation to the exoplasmic leaflet as a

result of membrane remodeling. Their involvement in thrombin

generation also results from their capacity to harbor, deliver, or

induce tissue factor activity.11-13 However, a more complex contri-

bution to the hemostatic balance is suggested by their expression of

thrombomodulin, tissue factor pathway inhibitor, and endothelial

protein C receptor, thus providing a possible antithrombotic

counterbalance.14,15

Another key regulator of the vascular homeostasis is the

plasminogen activation system. Plasminogen activation is medi-

ated by 2 serine proteases: tissue-type plasminogen activator (tPA),

which is mainly implicated in fibrinolysis, and urokinase-type

plasminogen activator (uPA), which is critically involved in

pericellular proteolysis due to its high affinity cell-surface receptor

uPAR.16 Plasmin generation induced by uPA and subsequent

activation of matrix metalloproteinases (MMPs) promote cell

migration through interstitial matrix and participate in processes

such as tissue remodeling, cancer invasion, and angiogenesis.17-19

Importantly, we have shown that uncontrolled plasminogen activa-

tion can have deleterious consequences by inducing cell detach-

ment and apoptosis.20,21 The regulation of plasmin generation at the

endothelial surface is therefore of critical importance in the control

of vascular homeostasis.
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Because MPs convey protein and functional systems expressed

by the parent cell, we hypothesized that EMPs may serve as active

surfaces for interaction with plasminogen and plasmin formation,

a hitherto undescribed function. The objective of this study was

therefore to analyze the capacity of EMPs to bind and convert

plasminogen into active plasmin and to define the impact of

plasmin generation on EMP capacity to regulate angiogenic

responses mediated by endothelial progenitor cells (EPCs) in vitro.

Materials and methods

Preparation of plasminogen and plasminogen-free fetal

calf serum

Plasminogen was purified by lysine-affinity chromatography and molecular

sieving as reported previously.22 Plasminogen-free fetal calf serum (FCS)

was obtained by 3 cycles of affinity adsorption on lysine-Sepharose (4 FCS

vol/1 gel vol) and was subsequently checked and found to contain less than

0.1 nM plasmin(ogen) activity.

Cell culture

The human microvascular endothelial cell line (HMEC-1), obtained from

Dr Ades23 (Centers for Disease Control, Atlanta, GA), was cultured in

MCDB 131 medium (Invitrogen Life Technologies, Cergy Pontoise,

France) supplemented with 10% MP-free FCS, 10 ng/mL human recombi-

nant epithermal growth factor (Upstate Cell Signaling Solutions, Lake

Placid, NY), and 1 mg/mL hydrocortisone (Sigma, St Quentin Fallavier,

France). Human vein endothelial cells (HUVECs) were obtained by

collagenase digestion as previously described,24 cultured into 0.2% gelatin-

coated flasks in EGM2 medium and used at passage 2. Human saphenous

vein endothelial cells were purchased from Clonetics (Grand Island, NY)

and cultured into 0.2% gelatin-coated flasks in EGM2-MV medium and

used at passage 6.

Generation, harvesting, and flow cytometry enumeration

of EMPs

For most experiments, EMPs were from HMEC-1 origin, as this cell line is

well characterized and considered representative of the microcirculation,

the core of the vascular tree.23,25 EMPs were purified from culture medium

conditioned by subconfluent HMEC-1 stimulated for 48 hours with

100 ng/mL TNF-a (PeproTech, Rocky Hill, NJ) as previously described,

with minor modifications.4 Culture supernatants from flasks were collected

and cleared from detached cells or large cell fragments by centrifugation at

4300g for 5 minutes. The supernatants were then centrifuged at 20 000g for

120 minutes at 4°C. Pelleted EMPs were washed 2 times and resuspended

in phosphate-buffered saline (PBS). The absence of residual TNF-a in this

EMP sample was verified using an enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) assay (R&D Systems, Minneapolis, MN). Aliquots of 10 mL EMP

suspension, 1/100 diluted, were labeled using fluorescein isothiocyanate

(FITC)–conjugated annexin V (Abcys, Paris, France), and EMPs were

enumerated by flow cytometry as previously described.26 The same

protocol was used to obtain EMPs from quiescent HMEC-1, saphenous

endothelial cells, and endothelial progenitor-derived cells (EPDCs).

Isolation and culture of endothelial progenitor cells from

cord blood

Human umbilical cord blood samples (30-50 mL) were collected from

donors, in compliance with French legislation, in a sterile tube containing

heparin (200 UI/mL). Mononuclear cells (MNCs) were isolated by density

gradient centrifugation. Briefly, blood was diluted 1:1 in PBS containing

2 mM ethylenediaminetetraacetic (PBS/EDTA) and layered over lympho-

cyte separation medium (Eurobio, Les Ulis, France). After a 30-minute

centrifugation at 400g, MNCs were washed 3 times in PBS/EDTA. Cord

blood MNCs were preplated in RPMI/10% FCS for 24 hours in plastic

flasks. Nonadherent cells were plated onto 0.2% gelatin-coated 24-well

plates (5.106 cells per well) and maintained in endothelial basal medium-2

(EBM-2) supplemented with EGM-2 SingleQuots (EGM-2medium; Clonet-

ics, Walkersville, MD). The medium was changed every 4 days. The

appearance of well-circumscribed colonies with a cobblestone morphology

was monitored daily. For expansion of EPDCs, colonies were trypsinized

and cells were replated on a 6-well plate (passage 1). Subsequently,

confluent cells were trypsinized and replated in T75 flasks for further

passages. Cells were maintained under standard conditions (humidified

atmosphere, 5% CO2, 37°C).

Progenitor endothelial-cell tube formation in matrigel

Flat-bottom 96-well plates were precoated with 1:1 mixture of cold matrigel

basement membrane (10 mg/mL, BD Biosciences, Bedford, MA) and

RMPI-10% FCS medium. After 45 minutes of polymerization at 37°C,

EPDCs were plated at 2.105 cells/well in RPMI/10% FCS with increasing

concentrations of EMP from TNF-a–stimulated HMEC-1 or an identical

volume of the supernatant from the last EMP washing. To test the role of

FCS plasminogen in this system, native FCS was replaced by plasminogen-

free FCS supplemented or not with 1 mM human plasminogen. For

inhibition experiments, EMPs were pre-incubated with either an anti-uPA

antibody (394O, American Diagnostica, Greenwich, CT, 25 mg/mL) or an

irrelevant control IgG1 (25 mg/mL) or with serine-protease inhibitors

(aprotinine, 100 kui/mL or a2-antiplasmin, 1 mM).After 24 hours, capillary

tube formation was evaluated by measuring the number of polygons formed

in a well under an inverted light microscope (Olympus) at 400 3

magnification. This time point was chosen following previous kinetics

experiments indicating that it is optimum to analyze tube formation in the

presence of EMPs. All experiments were performed in triplicate.

EMP immobilization

Aphysico-chemical adsorption principle was used to immobilize negatively

charged EMPs on a polycation surface. For that purpose, round-bottom

PVC plates were activated with 25 mg/mL poly-L-lysine, and various

concentrations of EMP in PBS were then incubated overnight at 4°C with

the activated surface. The plate was then washed, and the immobilized

EMPs were tested.

Plasmin generation test

In round-bottom 96-well PVC plates, various concentrations of EMPs,

either in suspension in PBS supplemented with 0.8% bovine serum albumin

(PBSA) or immobilized on poly-L-lysine–coated plates, were incubated

with 50 mL of 1 mM plasminogen and 0.75 mM of a chromogenic substrate

selective for plasmin (methyl-malonyl)-hydroxypropylarginine-

p-nitroanilide (CBS0065; Stago, Asnière, France). An identical volume

of supernatant from the last EMP washing was used as control. In order

to determine the Michaëlis constant of plasmin generation by EMPs, a

fixed number (2.105) of EMPs and varying concentrations of plasmino-

gen (0 to 5 mM) were used. Kinetics of plasmin generation were

followed during 9 hours in a multiwell plate counter (MX5000, Dynex)

at 37°C by measuring the change in absorbance at 405 nm produced by

the release of p-nitroaniline. In the case of activation experiments

performed on immobilized EMPs, the plate was washed with PBSA to

eliminate unbound reactants, and the plasmin bound to the immobilized

EMPs was detected by adding 50 mL/well of 0.75 mM CBS0065 and

measuring the change in absorbance at 405 nm. When indicated, the

following inhibitors were pre-incubated with the EMPs: 1 mg/mL goat

antihuman tPA (Biopool, Uppsala, Sweden), 50 mg/mL mouse antihu-

man uPA (394O), 50 mg/mL rabbit anti-avb3 (gift of J.C. Lissitzky),

100 mg/mL anti–a-enolase (gift of R. Lopez Alemany), and the

respective irrelevant control IgGs (Biocytex, Marseille, France); the

uPA inhibitor, amiloride, was used at 100 mM and carboxypeptidase B

(CpB) at 50 mg/mL, final concentrations. In separate experiments, the

inhibitors a2-antiplasmin, aprotinin, and e-amino-caproic acid (e-ACA)

were added to the plasminogen activation solutions at 100 nM,

100 kiu/mL and 0.1 M final concentrations, respectively.
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Characterization of uPA and uPAR in cell and EMP extracts

HMEC-1 and pelleted MPs were lysed in 100 mM tris(hydroxymethyl)ami-

nomethane (Tris)–HCl buffer pH 8.1, containing 0.5% Triton X-100 and

supplemented with complete protease inhibitor mixture (Roche Diagnostic,

Mannheim, Germany) except for zymography samples. Lysates were

clarified and protein concentrations were determined using the BCA kit

(Pierce, Rockford, IL). uPA and uPAR total antigen levels were assayed by

ELISA (894 and 893 IMUBIND ELISA kits, American Diagnostica)

according to the manufacturer’s instruction. The results were expressed as

ng of uPA or uPAR per mg of total proteins. For zymography, protein

extracts (5 mg), molecular weight markers, and purified scuPA were

electrophoresed under nonreducing conditions in 10% sodium dodecyl

sulfate (SDS)–polyacrylamide gel copolymerised with 1 mg/mL a-casein

from bovine milk (Sigma) and 20 mg/mL human plasminogen. After

electrophoresis, SDS was eluted from the gel by washing for 1 hour in 2.5%

Triton X-100 buffer. The gels were then incubated for 40 hours at 37°C in

50 mM Tris-HCl buffer, pH 8, containing 5 mM CaCl2, 138 mM NaCl, and

0.03% Brij 35. Zymograms were developed by staining with Coomassie

Brillant Blue Dye and destained to reveal clear bands of casein lysis,

indicative of enzymatic activity. Samples run on casein gels without

plasminogen or gels incubated in lysis buffer supplemented with 1 mM

amiloride (Sigma) served as controls of uPA activity. For Western blot

analysis, protein extracts and purified human uPAR (American Diagnos-

tica) used as positive control (20 mg/lane) were separated under nonreduc-

ing conditions by 8% SDS-polyacrylamide gel and electrotransferred onto a

nitrocellulose membrane. After blocking, the membranes were incubated

overnight at 4°C with rabbit antihuman uPAR (399R, American Diagnos-

tica, 0.5 mg/mL) antibodies, followed by the horseradish peroxidase–

conjugated secondary antibodies. Immunocomplexes were visualized with

the Supersignal West Pico chemiluminescence kit (Pierce).

Immunoelectron microscopy of EMPs

For uPA/uPAR immunogold labeling of EMPs, droplets of MP isolated

from TNFa-stimulated HMEC-1 were applied to 300 mesh nickel Formvar-

carbon-coated grids (Agar Scientific, Essex, United Kingdom) for 10 min-

utes. Samples were immunolabeled with either anti-uPA (3689, American

Diagnostica, 10 mg/mL) or anti-uPAR (3932, American Diagnostica,

10 mg/mL) antibodies for 1 hour, washed with PBS, and then reacted with

the 15-nm beads gold-labeled secondary antibody (BBInternational, Cardiff,

United Kingdom) for 1 hour. Grids were rinsed and negatively stained with

0.3% phosphotungstic acid (pH 7) before observation with a JEOL 1220

electron microscope. Specificity of immunolabeling was determined in

comparison to results obtained with an irrelevant control antibody or with

gold-labeled secondary antibody alone.

Flow cytometry for uPA and uPAR on EMPs

EMPs (10 mL) were labeled with either anti-uPA (394O, 25 mg/mL) or

anti-uPAR (3932, 25 mg/mL) antibodies for 1 hour, then FITC-labeled

secondary antibody was added and incubated for 30 minutes before samples

were analyzed on a Cytomics FC500* flow cytometer (Beckman Coulter,

Fullerton, CA). MPs were analyzed according to the FSC/SSC characteris-

tic in a gate with the upper limit defined by beads of 0.9 mm and the lower

limit defined by 0.3 mm. Specificity of labeling was determined in

comparison to results obtained with an irrelevant control antibody or with

the secondary antibody alone.

Binding of uPA to EMPs

A fixed concentration of EMPs was immobilized on poly-L-lysine–coated

96-well plates. Increasing concentrations (0 to 18.5 nM) of sc-uPA(a kind gift of

DrH.R. Lijnen,University of Leuven)were incubated during 1 hour at 37°Cwith

the immobilized microparticles in the presence of 4 mg/mL of poly-L-lysine

in order to eliminate nonspecific binding of sc-uPA to the poly-L-lysine surface.

To verify the specificity of the binding, a fixed concentration of native sc-uPA

(0.1 nM) was mixed with a 10 molar excess (1 nM) of a recombinant inactive

form “rsc-uPA Ile 1593Gly” (H.R. Lijnen, University of Leuven, Leuven,

Belgium). The native sc-uPA, specifically bound to EMPs, was detected by

measuring plasmin generation as described above.

Statistical analysis

Data are expressed as mean 6 standard deviation. Statistical analysis was

performed with Prizm software (GraphPad Software, San Diego, CA) and

with KaleidaGraph software (Synergy Software, Reading, PA). Significant

differences were determined using nonparametric Mann-Whitney test. A

P value less than 0.05 was considered significant.

Results

EMPs are able to activate plasminogen into plasmin

To investigate the ability of EMPs to generate plasmin, the

microparticles were incubated with plasminogen and a plasmin-

selective chromogenic substrate. As shown in Figure 1A,

plasmin generation occurred as a function of time and was

proportional to the number of EMPs. At 106 EMP/well the

plasmin generation rate was 47.6 6 1.1 A405nmx10
23/min,

53-fold higher than at 103 EMP/well (0.9 6 0.3 A405nmx10
23/

min) (Figure 1B). At identical EMP concentrations (2 105/50

mL) comparable results were obtained using EMP derived from

quiescent or TNFa-stimulated HMEC-1. In contrast, the level of

plasmin generated by EMPs was shown to vary according to

their endothelial cell origin (Table 1). Thus, a more pronounced

activity was produced by HMEC-1–derived MPs as compared

with MPs of macrovascular origin (saphenous vein, HUVEC),

whereas intermediate values were obtained for EPDC-derived

MPs. Plasminogen incubated with EMPs was activated in a

dose-dependent, saturable, and specific manner (Figure 1C,

Km 5 0.122 mM, Vmax 5 25.2 A405 nm/min 103). As ex-

pected, plasmin activity was completely blocked in the presence

of a2-antiplasmin or aprotinin (Figure 1D).

Plasminogen is activated by uPA at the surface of EMPs

Supernatants from EMP washing failed to generate plasmin,

ruling out the contribution of soluble factors and suggesting that

the activation of plasminogen was dependent on factors associ-

ated with the EMP surface. To test this hypothesis, plasminogen

activation experiments were performed on immobilized micro-

particles. In this system, plasmin generation was a function of

the number of immobilized EMPs (Figure 2A). Plasmin was

already detected on immobilized EMPs at a concentration of

25 000 EMP/well and increased progressively in a dose-

dependent manner. At the end of the activation experiments the

immobilized EMPs were washed, and bound plasmin was

detected using a plasmin-selective chromogenic substrate. The

amount of EMP-bound plasmin increased as a function of the

number of immobilized EMPs (Figure 2B). Since some plasmin

was released into the medium during its generation, the amount

bound after washing was lower than the total amount of plasmin

formed.

In parallel experiments using EMP in suspension, plasmin

generation was inhibited by the lysine analog e-ACA, suggesting a

lysine-dependent mechanism for plasminogen binding and activa-

tion that was confirmed by abrogation of plasmin formation upon

cleavage of C-terminal lysine residues on EMPs by CpB (Figure

1D).Among proteins bearing C-terminal lysine residues, a-enolase

was identified as a major binding protein as indicated by 65%

inhibition of plasmin formation with the specific antibody 11G1

(Figure 1D). The integrin avb3 that may influence plasminogen

activation, mainly through interactions with the uPA/uPAR system,

was shown not to be involved in plasmin generation by EMPs as
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indicated by the absence of effect of a specific neutralizing

antibody (Figure 1D).

The uPA/uPAR complex is present on EMPs

The value determined for the apparent Km of plasminogen

activation on EMPs was within the range determined for the

uPA/uPAR system on endothelial cells and a variety of other cell

types.27,28 The plasminogen activator conveyed by EMPs was

identified as uPA as indicated by the inhibition of plasmin

generation by (1) amiloride, a specific inhibitor of uPA, and by

(2) an antibody specific for uPA ( . 95% inhibition) (Figure

1D). By contrast, an antibody directed against tPA had no

significant effect on plasmin generation. The presence of uPA

activity on EMPs was further confirmed by a lytic band on

casein zymography corresponding to the molecular mass of uPA

(Figure 2C), which was also absent in gels into which amiloride

(1 mM) was incorporated (data not shown). Comparison of the

lytic bands from the EMPs and the parent cells, normalized for

protein content, showed a 3- to 4-fold increase of uPA in the

EMPs (representative experiment in Figure 2C). Similarly, when

uPA antigen in EMPs and cells were measured by ELISA, a

3-fold increase in uPA was found in the EMPs (23.9 6 12.6

versus 8.3 6 3.17 ng uPA/mg protein, respectively, P , .05).

UPAR was identified in EMPs and cell lysates by Western blot

and was found to comigrate with mammalian uPAR. As for uPA,

the EMPs had more uPAR than the cells when normalized for

equivalent total protein concentrations (Figure 2D). The uPAR

antigen level measured by ELISAwas 4-fold higher in the EMPs

than in the parent HMEC-1 (57.7 6 14.54 versus 4.4 6 1.17

ng/mg protein, respectively, P , .05). The presence of uPA or

uPAR on the EMP surface also was analyzed by flow cytometry

(Figure 3A,B). The shift of fluorescence histogram after specific

labeling of EMPs with uPA and uPAR antibody compared with

the irrelevant staining confirmed the presence of uPA and uPAR

at the EMP surface.

EMPs also were analyzed by electron microscopy. Negative

staining of the pellet revealed intact irregular-shaped EMPs

ranging from 100 to 500 nm in size. Molecules of uPA and uPAR

were detected on the outer surface after immunogold labeling with

specific antibodies (Figure 3C). No labeling was observed in

experiments using control antibodies.

Binding of sc-uPA to EMP-uPAR

Since the amount of uPAR measured by ELISA was higher on

EMPs than on cells, we tested the capacity of immobilized

EMPs to bind exogenous scuPA specifically. A range of concen-

trations of scuPA was incubated with the immobilized EMPs,

washed, and then tested in a plasminogen activation assay.

Figure 3D shows that scuPA binding was dose-dependent,

saturable, and specific, as indicated by the inhibition of the

binding by a modified form of scuPA that resists activation

(Figure 3D, insert). Analysis of raw data with the Langmuir

equation for single-site binding allowed calculation of a very

low dissociation constant (Kd 5 0.1 nM), indicating a very high

affinity of scuPA for its EMP anchored receptor, in agreement

with previous published data for the uPA/uPAR system.28 Since

elution of intrinsic uPA could not be performed before the

binding experiments, these results indicate that the amount of

uPA originally bound is relatively small compared with the high

uPAR binding capacity of EMPs.

Table 1. Plasmin generation by endothelial microparticles

Source from which EMPs were derived

Plasmin generation,

mean % plus or minus SD

TNFa-stimulated HMEC-1 100

Quiescent HMEC-1 98.0 6 6.3

EPDC 27.7 6 5.5

Saphenous vein endothelial cells 13.0 6 2.6

HUVEC 7.6 6 3.3

*23 105/well.

Figure 1. EMPs are able to activate plasminogen into

plasmin. (A) Plot of plasmin generated versus time at

varying EMP amounts per 50 mL/well (E 5 106;M 5 105;

e 5 104; x 5 103; 1i5 control without EMPs) and fixed

final concentrations of plasminogen (1mM) and a plasmin-

selective chromogenic substrate (0.75 mM). Representa-

tive graph of 4 independent experiments. (B) Similar

experiment as in panel A expressed as change in absor-

bance at 405 nm per minute versus EMP amount per well

(S: EMP last washing supernatant used as control).

(C) Plasmin generated at varying plasminogen concentra-

tions (0-5 mM) and a fixed amount (2.105/50 uL) of EMPs

was detected with a chromogenic substrate as in panelA.

Raw data (E) were fitted to the Michaelis-Menten equa-

tion allowing calculation of nonspecific activity (e) and a

Km 5 0.122 mM for specific plamin generation ( M ).

(D) Effect of various inhibitors on the generation of

plasmin by EMPs (2.105/50 mL) at 0.5 mM plasminogen

(a2AP 5 a2-antiplasmin; e-ACA 5 e-amino-caproı̈c acid;

CPB 5 carboxypeptidase B; antibodies to uPA and tPA

avb3 and a-enolase as compared with an isotype control

IgG1). Results are the mean 6 SD of 3 independent

experiments.
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EMPs affect tube formation by endothelial progenitor cells

in vitro

EPCs were supplemented with increasing amounts of EMPs (2.103

to 8.105), and tube formation in matrigel was evaluated using the

supernatant from the last EMP washing as control (100% tube

formation). As shown on Figure 4A, a biphasic effect was

observed: at low EMP concentrations (# 2.103/well), polygon

number and tube formation increased by 20% over control

(P 5 .012), whereas higher amounts of EMP ($ 2.105 EMPs/well)

had the reverse effect. Thus, tube formation decreased progres-

sively with the increase in the number of EMPs reaching 55%

decrease below control (P , .001) at 8.105 EMPs/well. Concomi-

tant with the decrease in tube formation, morphologic cell changes

were observed (rounded cells and retracted cell clusters) (Figure

4B). The moderate pro-angiogenic effect of MP seems to be less

potent as compared with vascular endothelial growth factor (VEGF)

(see the Supplemental Materials link at the top of the online article

available on the Blood website).

Plasmin is involved in the EMP effects on tube formation

An anti-uPA antibody and a2-antiplasmin were used to deter-

mine whether the observed effects of EMPs on EPC tube

formation were related to plasmin generation. As illustrated in

Figure 4C, in the presence of these inhibitors, EMPs had no

more effect on tube formation.

We also considered the presence of plasmin in the matrigel

medium, because the gel itself and the culture medium (RPMI/

10% FCS) contain plasminogen,29 and the EMPs are a source of

uPA. The plasmin chromogenic substrate was added with the

EMPs in matrigel, allowing detection of increased plasmin

generation from 105 EMP (P , .001) at 2 hours of incubation

(Figure 5A). The contribution of FCS plasminogen to plasmin

Figure 2. Plasminogen is activated at the surface of EMPs by uPA. (A,B) A variable number of EMPs immobilized on poly-L-lysine surfaces were incubated with fixed

concentrations of plasminogen (0.5 mM) and the plasmin-selective chromogenic substrate (0.75 mM). The graph in panel A shows an increase in the formation of plasmin as a

function of the number of immobilized microparticles. Unbound reagents were then washed off and the chromogenic substrate added to detect plasmin that remained bound to

the immobilized EMPs; the graph (B) shows an increase in bound plasmin as a function of the number of immobilized EMPs. Representative graphs (mean 6 SD) of 3

independent experiments. (C,D) Protein extracts from HMEC-1 and its derived EMPs were processed for zymography (panel C) to detect plasminogen activator activity (5 mg

protein/lane; S: EMP last washing supernatant) and for immunoblot (panel D) using rabbit antibodies against uPAR and purified uPAR as reference (20 mg protein/lane). The

;50 kDa and upper bands in panel C were inhibited by antibodies to urokinase (not shown). A space has been inserted to indicate where a gel lane was cut. These gels came

from different experiments as indicated by the space between the gels.

Figure 3. Identification of uPA, uPAR, and uPA/uPAR

complex on EMP. (A,B) Measured fluorescence intensity

by flow cytometry analysis of EMPs with anti-uPA (A) and

anti-uPAR (B) antibodies (black) and the corresponding

isotype controls (gray). (C) Representative images of

immunogold labeling of uPA (top) and uPAR (bottom)

analysis on EMPs by transmission electron microscopy.

Slides were viewed with a JEOL 1220 transmission

electron microscope (JEOL, Tokyo, Japan). Images were

acquired using a MegaView III camera (Soft Imaging

System, Munster, Germany) and were processed with

Analysis software (Soft Imaging System) and Adobe

Photoshop version 7.0 software (Adobe Systems, San

Jose, CA). The dimension of the bars indicate the relative

small size of these EMPs, and the clusters of 15-nm gold

particles (black dots) indicate the presence of uPA and

uPAR at the surface of EMPs. (D) Main graph: isotherm of

the binding of varying amounts of scuPA incubated with

EMPs immobilized on a poly-L-lysine surface. The amount

of bound scuPA was detected by its ability to activate

plasminogen using a chromogenic substrate selective for

plasmin. Data fitted to the Langmuir equation as indicated

in “Materials and methods” allowed calculation of a

dissociation constant, Kd 5 0.1 nM, for the interaction of

scuPA with its receptor. Representative graph

(mean 6 SD) of 3 independent experiments. Inset: speci-

ficity of the binding of native scuPA is demonstrated by its

inhibition with a modified recombinant form of scuPA

(r-scuPA, ILe1593Gly) that bind to its receptor but

cannot be activated. The bars represent the mean

(6 SD) of 3 independent experiments.
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formation was estimated using plasminogen-free FCS (Figure

5B). Under these conditions plasmin generation was moderately

reduced (211.8%, P 5 .001) compared with native FCS and

was not influenced by the amount of EMPs added, suggesting

the presence of a basal plasmin generation in the matrigel. The

addition of plasminogen to plasminogen-free FCS restored

plasmin formation to the level observed with native FCS in the

absence of EMPs and was again importantly increased as a

function of the number of added EMPs (more than 75% increase

at 2.105 EMP/well, Figure 5B). These data confirmed the role of

matrigel and plasminogen from FCS in plasmin generation in

the absence of EMPs, and the strong potential capacity of EMPs

to enhance plasmin generation.

Altogether, these data indicate that the uPA/uPAR system of

EMPs is responsible for plasmin generation and that plasmin

proteolytic activity is involved in the EMP effects on tube

formation by EPCs.

Discussion

The plasminogen activation system plays a pivotal role in maintain-

ing vascular patency and facilitating cell migration and angiogen-

esis. Binding of plasminogen to fibrin or the cell surface is of

critical importance to regulate and target the proteolytic activity.

Although the presence of uPAR on endothelial microparticles

previously has been described,30 its functional consequences, to our

knowledge, have not been investigated as yet. The present study is

the first demonstration that EMPs provide a catalytic surface for the

conversion of plasminogen into plasmin by expressing uPA and

uPAR. Plasmin generation was EMP surface-dependent and could

be augmented by binding of exogenous uPA to EMP-uPAR. As a

result, EMPs were shown to modulate the angiogenic responses of

endothelial progenitors in vitro.

Figure 4. EMPs affect the angiogenic properties of endothelial progenitors in vitro: effects on tube formation in matrigel. EPDC in RPMI/10% FCS and varying

amounts of EMPs were plated on matrigel, and tube formation was evaluated after 24 hours of incubation. (A) Biphasic effect of EMPs on tube formation: at low EMP

concentrations ( # 2.103/well), polygon number and tube formation increased by 20% (P 5 .012, n 5 12) over control (S: EMP last washing supernatant). However, higher

amounts of EMPs ( $ 2.105 EMP/well) had the reverse effect and progressively decreased the number of tubes to 50% at 8.105 EMP/well. Stars indicate significant changes

(*P , .05, **P , .01, ***P , .001). Results are the mean (6 SD) of 12 independent experiments. (B) Inverted light microscope representative images (400 3 magnification)

showing EPDC tube formation in matrigel in the absence and presence of 2.103 or 2.105 EMPs per well. Asterisks indicate retracted cell clusters. Slides were viewed with an

inverted Nikon light microscope (Nikon, Melville, NY) using an Olympus lens (403/0.60; Olympus, Tokyo, Japan). Images were acquired using a Nikon model DXM 1200F

camera and were processed with Lucia G software (both from Nikon) and Adobe Photoshop version 7.0 software (Adobe Systems, San Jose, CA). (C) Experiments were

performed in the presence of inhibitors of either plasmin formation (anti-uPAantibody) or activity (a2-antiplasmin, a2-AP). The biphasic effect of EMPs on tube formation (left bar

panel) was abolished by the anti-uPA antibody (middle) and by a2-AP (right). Asterisks indicate significant changes (P , .05). Results are the mean (6 SD) of 3 independent

experiments.

Figure 5. EMPs are involved in plasmin generation in

matrigel. (A)Plasmingeneration inmatrigel is dependent on

the amount of EMPs. The chromogenic substrate CBS0065

was added to the matrigel with the EMPs, and under these

conditions an increase in plasmin formation was detected

from 105 EMPs (P , .001) after 2 hours of incubation.

Asterisks indicate significant changes (P , .05). Results are

themean (6SD) of 3 independent experiments. (B) Plasmin

generation in matrigel at different EMP amounts is depen-

dent on the supply of plasminogen by FCS. The graph

shows plasmin activity detected after 3 hours of incubation

, medium with 10% FCS; , medium with plasminogen-

free FCS; , medium with plasminogen-free FCS supple-

mented with 1 mM plasminogen). Activity in the absence of

EMPs may represent low levels of plasmin and/or limited

amounts of activators in matrigel. Asterisks indicate signifi-

cant changes (P , .05). Results are the mean (6 SD) of 3

independent experiments.
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The generation of plasmin at the EMP surface was supported by

inhibition experiments using the lysine analog e-ACA and CpB. The

inhibitory effect of e-ACA, which occupies the lysine-binding site of

plasminogen kringles 1 and 4, indicated lysine-dependent binding of

plasminogen to the activation surface. The inhibition of plasmin

formation by CpB confirmed that plasminogen activation was depen-

dent on its cell-surface binding to C-terminal lysine residues. This

mechanism was further confirmed by inhibition of plasmin generation

with a monoclonal antibody directed against a-enolase, a major

plasminogen binding protein on cell surfaces.31 Taken together, these

data demonstrated that EMPs bind plasminogen and provide a catalytic

surface for plasmin generation. The kinetics of plasminogen activation

by the EMPs were similar to those described for cells expressing uPA

and uPAR.27,28,32 Accordingly, ELISA and zymography experiments

revealed that EMPs express uPAand uPAR. Part of this uPA and uPAR

expression was located on the EMP surface as evidenced by electron

microscopy and flow cytometry.

The major contribution of EMP-bound uPA to the plasmin

generation was further demonstrated by the following observa-

tions: (1) plasmin generation was blocked by the uPA inhibitor

amiloride and by a uPA-neutralizing monoclonal antibody, and

(2) tPA-dependent lytic activity was absent on zymograms, and

neutralizing tPA antibodies did not affect plasmin generation.

EMPs also were shown to bind exogenous sc-uPA. Both the affinity

of sc-uPA binding and the competitive effect of a recombinant form of

uPA (rsc-uPA Ile1593Gly), consistent with uPA/uPAR interaction,

demonstrate that theEMPsurface bears uPARmolecules devoid of uPA,

allowing the specific binding of exogeneous uPA. These data, together

with the expression of uPAR in excess of uPA, suggest that plasmin

generation by EMPs can be amplified by uPA transferred from the local

environment to the EMP surface. This mechanism may have implica-

tions in tumor angiogenesis, where uPA secretion is promoted. Thus,

MPs from tumor cells and EMPs could participate in amplification of

proteolytic processes.33

Several reports have demonstrated that cell surface–bound

plasmin is responsible for pericellular proteolysis and matrix

degradation as compared with the soluble form.27,34 This efficient

activity results from protection against inactivation by physiologi-

cal inhibitors, a direct contact with its matrix substrates, and the

existence of amplification loops for plasminogen activation.16

Interestingly, plasmin once formed remains partly bound to the

EMP surface. Collectively, these data show that EMPs act as

vectors of efficient plasmin generation.

This proteolytic activity is not the hallmark of cell activation by

TNFa since it was similarly observed on EMPs derived from

quiescent endothelial cells. The substantial differences in plasmin

generation observed among various endothelial cell types is

consistent with the heterogeneous expression level of uPA/uPAR

system along the vascular tree.35

Vascular homeostasis is the result of an equilibrium between

injury and capacity for repair.3 Regeneration of damaged

endothelium recently has been shown to involve not only

angiogenesis but also vasculogenesis mediated by endothelial

progenitors, both processes being largely dependent on proteo-

lytic activities.35 Thus, the capacity of EMPs to behave as vector

of proteolytic activities raises the possibility that EMPs may

modulate EPC-mediated repair processes. Consistently, apopto-

tic bodies from HUVECs have been shown to stimulate

differentiation of endothelial progenitor, thereby representing a

potential signaling pathway linking damaged cells to progeni-

tors in the facilitation of the repair process.36 In our study,

coculture experiments showed that EMPs affect EPC angiogen-

esis in matrigel in a concentration-dependent manner. While low

amounts of EMPs increased tube formation, higher concentra-

tions inhibited it. This dual effect involved EMP-associated

plasmin since (i) in our coculture model, EMPs retained the

capacity to increase plasmin concentration by activating the

plasminogen of the culture medium, and (ii) EMP effect was

abrogated in the presence of a2-antiplasmin and a uPA-blocking

antibody. The proangiogenic effect of EMPs is consistent with

plasmin-associated proteolytic activity that favors cell migra-

tion via extracellular matrix processing and direct interaction

with avb3 integrin.19 The latter, however, is not involved in the

process of plasmin generation (Figure 1D). Although this

proangiogenic effect was observed with EMPs present in a low

number, plasmin was readily detected, indicating that the local

concentration of plasminogen was sufficient to ensure efficient

plasmin generation. Other mechanisms also may be involved.

MPs from HUVECs stimulated with growth factors have been

shown to stimulate angiogenic properties of mature endothelial

cells, and this effect was related to their content in matrix

metalloproteinases.37 Consistently, we observed an increase in

MMP-2 and MMP-9 activities in condition media of matrigel

experiments in the presence of low dose of EMPs (data not

shown). Plasmin also may affect angiogenesis indirectly through

activation of these MMPs.18

In our study, high concentrations of EMPs produced high amounts of

plasmin and a dose-dependent decrease in tube formation byEPCs.This

inhibitory effect is in line with the role of an excessive plasmin

generation leading to extracellular matrix degradation, alteration of cell

anchorage, and apoptosis.20,38 Morphological changes in EPCs cocul-

tured with high EMP amounts were indeed observed: accumulation of

round and retracted cells evoking cell detachment, an effect that

precedes apoptotic cell death.21 Protective and noxious effects of

plasmin formation also have been observed in a cellular model of

amyloid b degradation, suggesting that a similar effect may occur in

vivo.39 Our data add to the observations of Mezentsev et al (2005) that

reported a major contribution of oxidative stress in the impairment of

angiogenic behavior of mature endothelial cells.40 Although, in this

study no proangiogenic effect at low doses of EMPs was observed, this

discrepancy may be related to the specific properties of endothelial

progenitors. EPCs have been reported to display increased sensitivity to

proangiogenic stimulation and reduced sensitivity to oxidative stress

compared with mature endothelial cells.41 Hence, the magnitude of an

MPangiogenic signal may be influenced not only byMPcellular origin

and concentration but also by the nature of the target cells.

In conclusion, we have identified cell-derived MPs as new

actors in the plasminogen activation system, an undescribed facet

of the multiple biological processes involving EMPs in the control

of vascular homeostasis. The role of EMP-bound plasmin in

pathological settings involving inflammation, atherosclerosis, angiogen-

esis, and tumor growth remains to be investigated. The high concentra-

tion of MPs reported in atherosclerotic plaques suggests that EMP-

induced plasmin generation could participate in the modulation of cell

apoptosis/angiogenesis balance, influencing plaque vulnerability. In

stroke, released EMPs could be actors linking inflammation, cell

damage, and dysregulated repair processes.42
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La fibrinolyse et la protéolyse péricellulaire dépendent de l�activation du 

plasminogène sur la fibrine ou à la surface des cellules. Le plasminogène est une protéine de 

92 kDa composé de 791 acides aminés répartis en une région sérine protéase, 5 structures à 3 

boucles appelées domaines Kringle (K) et une séquence amino-terminale. Les domaines K1 

et K4 contiennent des sites de liaison à la lysine (LBS) qui permettent la liaison du 

plasminogène aux cellules, aux MP, à la fibrine et aux composant de la matrice 

extracellulaire avec une affinité modérée (Kd = 0.5-1 �M). Cette interaction est inhibée par la 

carboxypeptidase B (CpB), une exopeptidase qui cible l�activation de surface en clivant les 

résidus lysines carboxy-terminaux exposés (Lys C-term) et par l��-ACA, un analogue de la 

lysine qui cible les LBS du plasminogène. 

D�un point de vue structurel, l�existence sur le domaine K5, d�un LBS de faible 

affinité, qui interagit avec le peptide amino-terminal du Glu-plasminogène, favorise une 

conformation « compacte » ou « fermée » du plasminogène majoritaire par rapport à une 
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forme « ouverte » de courte durée de vie. Le clivage protéolytique par la plasmine de la 

région amino-terminale du plasminogène, aboutit à une forme tronquée stable de 

conformation « ouverte », le Lys-plasminogène, incapable d�adopter la conformation 

« fermée ». D�une manière semblable, la saturation du LBS de faible affinité du Glu-

plasminogène avec l� �-ACA provoque une transition de la forme compacte « fermée » à une 

forme « ouverte » caractéristique de Lys-plasminogène. Ainsi, parce que l��-ACA est un 

analogue des Lys C-term, il est reconnu que le Glu-plasminogène adopte une conformation 

semblable au Lys-plasminogène lorsqu�il se lie aux Lys C term des surfaces biologiques. 

Ainsi, la liaison du plasminogène à ces récepteurs de surface est un pré-requis indispensable à 

une activation efficace en plasmine par ses activateurs (t-PA ou u-PA).  

 L�endothélium quiescent et les neurones expriment du t-PA, alors que l�u-PA est 

exprimée par les cellules endothéliales des capillaires ou les cellules inflammatoires. Nous 

avons montré dans le premier travail, qu�un mécanisme similaire de formation de plasmine 

était fonctionnel à la surface des MPE produites à partir d�une  lignée endothéliale 

microvasculaire humaine. La plasmine formée sur ces membranes cellulaires est impliquée 

soit directement, soit par l�intermédiaire de MMP dans les processus protéolytiques 

aboutissant au remodelage tissulaire, la migration cellulaire, l�angiogenèse et le détachement 

entrainant l�apoptose.  

 Des études précédentes ont montré que l�uPA active le Lys-plasminogène et le Glu-

plasminogène lié à de l� �-ACA plus rapidement que le Glu-plasminogène natif. De plus, 

l�uPA simple chaine active spécifiquement le plasminogène lié aux résidus Lys-C term de la 

fibrine. Ceci suggère une relation entre la conformation moléculaire du plasminogène et la 

génération de plasmine.  

 Nous avons donc formulé l�hypothèse de l�existence d�un mécanisme de 

formation de plasmine permettant d�outrepasser la nécessité prédéfinie d�un co-

assemblage moléculaire sur la même surface entre l�u-PA et le plasminogène, par un 

« cross-talk » protéolytique entre surface des microparticules et surfaces cellulaires, 

fibrine ou matrice extracellulaire. 

Dans ce second travail, nous montrons que malgré une inhibition de la liaison du Glu-

plasminogène à la surface cellulaire par l� �-ACA ou par des anticorps monoclonaux 

spécifiques des LBS, la plasmine est contre toute attente générée par l�u-PA cellulaire. 
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Ensuite nous montrons que l�uPA exprimée  par les monocytes ou vectorisée par les MPE est 

capable d�activer le Glu-plasminogène lié aux résidus lys C term de la fibrine, des 

composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, laminine) mais aussi des plaquettes. 

Une telle activation n�est pas observée en présence de neurones exprimant le t-PA. Ce 

nouveau mécanisme d�activation du plasminogène semble plus efficace que lors d�une 

activation sur la même surface du plasminogène par l�u-PA. La vitesse de formation de 

plasmine est doublée. En résumé, ces résultats montrent que, à l�inverse du t-PA, l�uPA 

portée par les cellules ou par les MPE est spécifiquement impliquée dans la reconnaissance 

des changements conformationnels du Glu-plasminogène lié à une autre surface biologique, 

par un mécanisme dépendant des lys-C term. Ce mécanisme de « cross-talk » lié à l�uPA 

permet de générer de la plasmine in situ avec une grande efficacité, soulignant ainsi sa 

relevance physiopathologique dans la fibrinolyse et la protéolyse matricielle induites par les 

cellules inflammatoires ou les MP. 
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Fibrinolysis and pericellular proteolysis

depend on molecular coassembly of plas-

minogen and its activator on cell, fibrin,

or matrix surfaces. We report here the

existence of a fibrinolytic cross-talk

mechanism bypassing the requirement

for their molecular coassembly on the same

surface. First, we demonstrate that, despite

impaired binding of Glu-plasminogen to the

cell membrane by e-aminocaproic acid

(e-ACA) or by a lysine-binding site–specific

mAb, plasmin is unexpectedly formed by

cell-associated urokinase (uPA). Second,

we show that Glu-plasminogen bound to

carboxy-terminal lysine residues in plate-

lets, fibrin, or extracellular matrix compo-

nents (fibronectin, laminin) is transformed

into plasmin by uPA expressed on mono-

cytes or endothelial cell–derived micropar-

ticles but not by tissue-type plasminogen

activator (tPA) expressed on neurons. A 2-

fold increase in plasmin formation was ob-

served over activation on the same surface.

Altogether, these data indicate that cellular

uPA but not tPA expressed by distinct cells

is specifically involved in the recognition of

conformational changes and activation of

Glu-plasminogen bound to other biologic

surfaces via a lysine-dependent mecha-

nism. This uPA-driven cross-talk mecha-

nism generates plasmin in situ with a high

efficiency, thus highlighting its potential

physiologic relevance in fibrinolysis and

matrix proteolysis induced by inflammatory

cells or cell-derived microparticles. (Blood.

2010;115:2048-2056)

Introduction

Fibrinolysis and pericellular proteolysis depend on plasminogen

activation at fibrin and cell surfaces, respectively. Plasminogen is a

92-kDa protein composed of 791 amino acids (Glu1-Asn791;

Glu-plasminogen) arranged in a serine protease region, 5 triple-

loop structures (approximately 80 amino acid residues constrained

by 3 disulfide bridges) called kringle (K) domains and an amino-

terminal sequence (Glu1-Lys77/Val79).1 Domains K1 and K4 contain

lysine-binding sites (LBSs)2 that allow binding of plasminogen to

cells,3 fibrin,4 and extracellular matrix (ECM) components5 with a

moderate affinity (overall dissociation constant, Kd 5 0.5-1mM).

This interaction is inhibited by carboxypeptidase B (CpB), an

exopeptidase that targets the activation surface by cleaving ex-

posed carboxy-terminal lysines (C-ter Lys), and by e-aminocaproic

acid (e-ACA), a lysine analog that targets the LBS of plasminogen.

Domain K5 of plasminogen contains a LBS of weak affinity that

interacts with the amino-terminal peptide of Glu-plasminogen and

favors a predominant compact “closed” conformation6-8 over a

very short-lived extended “open” form.8,9 Proteolytic removal of

the amino-terminal peptide by plasmin (cleavage at either Lys62,

Arg68, or Lys77) yields a stable truncated open form (Lys-

plasminogen), unable to adopt the compact conformation.10-12 In a

similar manner, saturation of the weak LBS in Glu-plasminogen

with e-ACA causes a transition from the compact closed form to the

open extended conformation8,9 characteristic of Lys-plasminogen.12-14

Because e-ACA is an analog of C-ter Lys, it has been accepted that

Glu-plasminogen adopts an open Lys-like conformation on binding

to C-ter Lys on surface biologic receptors.8,9 Plasminogen binding

to these receptors is a prerequisite for its efficient transformation

into plasmin by a plasminogen activator localized on the same cell

surface (either the tissue-type, tPA, or the urokinase-type, uPA,

plasminogen activator). Quiescent endothelial cells and neurons

characteristically express tPA,15,16 whereas uPA is expressed by

migrating capillary endothelial cells17 and inflammatory cells.18 It

has recently been shown that a similar mechanism of plasmin

formation is also functional at the surface of microparticles (EMPs)

derived from a human microvascular endothelial cell line.19

Plasmin formed on these cellular membranes is implicated either

directly or by activation of matrix metalloproteinases, in proteo-

lytic processing of ECM proteins,20 cell migration, angiogenesis,

and cell detachment-induced apoptosis.21,22

Previous studies have shown that uPA activates Lys-plasminogen

and e-ACA–liganded Glu-plasminogen faster than native Glu-

plasminogen.10,11,23-25 Furthermore, single-chain uPA (scuPA) spe-

cifically activates plasminogen bound to C-ter Lys in fibrin,26

suggesting a relation between its molecular conformation and

plasmin generation. We therefore hypothesized the existence of a

new mechanism of plasmin formation bypassing the requirement

for molecular coassembly on the same surface, by a proteolytic

cross-talk. In this study, we show that conformational changes

induced in Glu-plasminogen by either e-ACA or its binding to

fibrin, platelets, or matrix proteins are readily recognized by the

uPA/uPA receptor (uPAR) system of either EMPs, monocytes or

THP-1 cells but not by tPA-bearing cells. This cellular uPA-driven

cross-talk mechanism results in a high efficiency in plasmin

formation, thus highlighting its potential physiologic relevance in

fibrinolysis and ECM degradation. This novel mechanism may be
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an intermediary pathway in pathophysiologically relevant inflam-

matory processes such as atherothrombosis, angiogenesis, and cell

migration.

Methods

Reagents

Human Glu- and Lys-plasminogens were purified as described27 and were

greater than 99% pure as assessed by sodium dodecyl sulfate–polyacrylam-

ide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and by amino-terminal sequence

analysis. Recombinant inactive human plasminogen with Ser741 mu-

tagenized to Ala (r-Pg-Ala741) and recombinant scuPA with Ile159 mu-

tagenized to Gly (r-scuPA-Gly159) were obtained and characterized as

described.28,29 uPA and tPA (both greater than 99% single-chain form), a

sheep antibody directed against uPA, and an immunoglobulin G1 mAb

34D3 were obtained as described.20,30 The mAb 34D3 reacts with plasmin-

ogen fragment K1 1 2 13, blocks the LBS function of K1, and shows no

cross-reaction with plasminogen K4.31 The chromogenic substrate selective

for plasmin (methylmalonyl)-hydroxyprolylarginine-para-nitroaniline

(CBS0065) was from Stago. The lysine analog e-ACA, CpB (porcine

pancreas), ZnCl2, amiloride (A7410), and poly-L-lysine (P-9155) were

from Sigma. D-Valyl-L-phenylalanyl-L-lysine chloro-methyl ketone (VFK)

was from Calbiochem. Surfactant-free white aliphatic amine latex beads

were from Interfacial Dynamics Corp.

Preparation of fibrin surfaces and immobilization of matrix

proteins

Fibrin surfaces were generated on polyglutaraldehyde-activated aliphatic

amine latex beads or microtiter plates as described previously.27 The matrix

proteins fibronectin and laminin (10 mg/mL) were immobilized onto

polyglutaraldehyde-activated microtiter plates with a similar procedure.

To generate C-ter Lys residues on fibrin for the binding of

plasminogen, the surfaces were treated with 10nM plasmin for 15

minutes at 37°C. Plasmin was discarded, and the surfaces were treated

with a 0.1M phosphate buffer, pH 7.4, containing 1mM VFK and 0.1M

e-ACA to inhibit and elute the remaining bound plasmin. The surfaces

were then stored at 4°C in 50mM phosphate buffer, pH 7.4, containing

80mM NaCl, 0.2% bovine serum albumin, 0.05% Tween-20, 0.01%

Azide, and 1mM VFK.

Cell culture

The human monocytic cell line THP-1 (ATCC) was grown in RPMI-

1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 4mM glutamine,

0.5mM sodium pyruvate, 0.5% nonessential amino acids, and 1%

antibiotics (penicillin, streptomycin). Cortical neurons were obtained

from Swiss mice embryos at 16 days of gestation, seeded in 96-well

plates coated with 25 mg/mL poly-L-lysine, cultured with the use of

neurobasal medium (Invitrogen) supplemented with 2% B27 (Invitro-

gen) and 0.5mM L-glutamine as described.32 Neurons used for experi-

ments 5 days after seeding contained less than 2.5% astrocytes.33 The

human microvascular endothelial cell line (HMEC-1)34 (obtained from

Dr Ades, Centers for Disease Control and Prevention) was cultured in

MCDB 131 medium (Invitrogen) supplemented with 10% MP-free fetal

calf serum, 10 ng/mL human recombinant epidermal growth factor

(Upstate Cell Signaling Solutions), and 1 mg/mL hydrocortisone (Sigma).

Cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2.

Isolation of monocytes and platelets

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from citrated blood of

healthy donors by Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS) separation at 600g

for 20 minutes at room temperature. Monocytes were then purified by cell

sorting with CD14-coupled magnetic beads (Miltenyi Biotec), following

the supplier’s instructions. The purified cell population contained more than

98% monocytes, as assessed by flow cytometry, with the use of CD14

monoclonal antibodies (Immunotech). Purified monocytes were allowed to

adhere 2 hours onto 96-well plates (Techno Plastic Products AC).

Platelets were isolated from blood collected into acid-citrate-dextrose

from healthy volunteers. Platelet-rich plasma was obtained by centrifuga-

tion at 200g for 15 minutes at room temperature, followed by a second

centrifugation at 1200g for 12 minutes to pellet platelets. Platelets were then

washed twice in 36mM citric acid buffer, pH 6.5, containing 100mM NaCl,

5mM KCl, 1mM MgCl2, and 5mM glucose.

Generation, harvesting, and flow cytometry of EMPs

EMPs were purified from culture medium conditioned by subconfluent

HMEC-1 cells stimulated for 48 hours with 100 ng/mL tumor necrosis

factor a (PeproTech Inc) as previously described with minor modifica-

tions.35 Culture supernatants from flasks were collected and cleared from

detached cells or large cell fragments by centrifugation at 4300g for

5 minutes. The supernatants were then centrifuged at 20 000g for

90 minutes at 4°C. Pelleted EMPs were washed twice and resuspended in

phosphate-buffered saline (PBS). Aliquots of 10 mL of EMP suspension,

1/100 diluted, were labeled with the use of fluorescein isothiocyanate–

conjugated annexin V (Abcys), and EMPs were quantitated by flow

cytometry as previously described.36

Characterization of plasminogen activators in cell and MP

extracts

THP-1 cells, cortical neurons, HMEC-1 cells, pelleted EMPs, and

platelets were lysed in 100mM Tris-HCl buffer, pH 8.1, containing 1%

Triton X-100. Lysates were clarified by centrifugation, and their protein

concentration was determined with the use of the BCA kit (Pierce

Chemical). Fibrin autography-electrophoresis was performed as de-

scribed previously.37 Briefly, 10 mg of proteins in cell lysates and 10 mL

of reference proteins (tPA 1 IU/mL, uPA 3 IU/mL, and plasmin 200nM)

were electrophoresed in an 8% polyacrylamide gel under nonreducing

conditions. SDS was then exchanged with 2.5% Triton X-100. After

washing off excess Triton X-100 with distilled water, the gel was

carefully overlaid on a 1% agarose support containing 1 mg/mL bovine

fibrinogen, 100nM bovine plasminogen, and 0.2 NIH unit/mL bovine

thrombin. Zymograms were allowed to develop at 37°C during 24 hours

and were photographed at regular intervals using dark-ground illumina-

tion. Active proteins in cell lysates were identified by reference to the

migration of known markers (uPA, tPA, plasmin), and inhibition of their

activity with specific antibodies incorporated into the fibrin-agarose gel.

The presence of uPA and uPAR on EMPs was further identified both by

electron microscopy and by flow cytometry as described.19

Effects of LBS ligands on plasmin formation by cells

Glu- or Lys-plasminogen at various concentrations (0-3mM) was incubated

at 37°C with uPA-bearing THP-1 cells or tPA-bearing cortical neurons, in

the presence of 0.75mM CBS0065, a plasmin-selective chromogenic

substrate. The effect of various inhibitors (mAb anti–K1-LBS; amiloride,

an uPA inhibitor; e-ACA; PMSF-treated CpB) on plasminogen binding and

activation was determined with the use of a fixed final plasminogen

concentration. Kinetics of plasmin formation was followed by measuring

the release of p-nitroaniline from the chromogenic substrate, detected as a

change in absorbance (DA405nm/minute), using a multiwell plate reader

(MX5000; Dynex) thermostated at 37°C. Rates of plasmin formation were

calculated from the slopes of A405nm versus time. After the activation

reaction, the cells were washed in PBS, and residual bound plasmin was

detected by adding 0.75mM CBS0065.

Activation of platelet-bound plasminogen by monocytes or

neurons

Isolated platelets were treated with 5nM plasmin for 30 minutes at room

temperature to generate plasminogen-binding sites (C-ter Lys residues) at

their surface as reported previously.38 Platelets were then washed, treated
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with 1mM (final concentration) aprotinin (Trasylol; Bayer) to inhibit

residual plasmin, and were finally incubated with 2mM plasminogen for

30 minutes at room temperature. Excess unbound plasminogen was

removed by washing.

Isolated monocytes and neurons used as a source of distinct plasmino-

gen activator, respectively uPA and tPA, were plated at 105 cells/well in

96-well plates and treated with 50 mg/mL CpB for 30 minutes at 37°C. The

cells were then washed and incubated with various amounts of plasminogen-

bearing platelets (0-15 3 106/well) in cell medium supplemented with

0.75mM of the plasmin substrate CBS0065. The kinetics of plasmin

formation on platelets was followed during 12 hours by measuring the

release of p-nitroaniline from the chromogenic substrate as a change in

A405nm as a function of time. The cells were then carefully rinsed with PBS

to discard platelets. A volume of 100 mL of culture medium containing

0.75mM CBS0065 was then added to determine whether plasmin was

present at the surface of monocytes or neurons.

Activation on plasminogen bound to fibrin-coated beads by

monocytes, neurons, or EMPs

Fibrin-coated beads were incubated with 1mM plasminogen for 30 minutes

at 37°C. Excess unbound plasminogen was removed by washing. Isolated

monocytes, neurons, and EMPs were treated with 50 mg/mL CpB for

30 minutes at 37°C. Cells were then washed and incubated with

2.5 3 105 beads/well in cell medium supplemented with 0.75mM of the

plasmin substrate CBS0065. The kinetics of plasmin formation on fibrin-

coated beads was followed during 12 hours at 37°C by measuring the

release of p-nitroaniline.

In parallel experiments, fibrin-coated beads were incubated with 1mM

native or r-Pg-Ala741 for 30 minutes at 37°C. Fibrin-coated beads with

bound plasminogen were then incubated with 106 EMPs in a final volume

of 200 mL.After overnight incubation at 22°C, the fibrin-coated beads were

sedimented by centrifugation and resuspended in 10mM Tris-HCL, pH 6.8,

containing 1% SDS to elute fibrin-bound plasminogen derivatives. The

supernatant was electrophoresed under nonreducing conditions, proteins

were transferred to PVDF membranes and revealed with a horseradish

peroxidase–conjugated mAb (150 ng/mL) directed against plasminogen

K1. Purified plasmin was used as reference.

Activation of plasminogen bound to fibrin surfaces and matrix

proteins by monocytes or EMPs

Glu-plasminogen at 1mM was incubated with the fibrin surfaces or with

immobilized fibronectin or laminin. In parallel experiments, fibronectin

(50 mg/mL) and plasminogen (1mM) were simultaneously incubated and

allowed to bind to the surface of fibrin. Unbound proteins were discarded by

washing, and plasminogen bound to fibrin surfaces or to immobilized

fibronectin and laminin was incubated with various concentrations of either

THP-1 cells or EMPs in the presence of CBS0065. The transformation of

bound plasminogen into plasmin was detected by measuring the release of

p-nitroaniline as indicated in “Activation of platelet-bound plasminogen by

monocytes or neurons.” After the activation reaction, the supernatant was

collected, the plates were washed with PBS, and matrix-bound plasmin was

detected by adding 0.75mM CBS0065. To quantitate degradation of the

fibrin surface, the plates were again washed and then incubated with a mAb

(FDP-14) that specifically recognizes fibrin fragmentation, as described.30

Degradation of fibronectin in the supernatant was detected by Western blot

as described.22

Statistical analysis

Data are expressed as mean plus or minus SEM. The statistics were

performed with the use of nonparametric tests of Kruskall-Wallis and of

Mann-Whitney (StatView 5 software; SAS Institute). Statistical signifi-

cance was set at P less than .05.

Results

Plasminogen activation on cells

To illustrate the accepted mechanism of plasmin formation by

coassembly of plasminogen and its activators at the same cell

surface, plasminogen activation experiments were performed on

cultured cells. THP-1 and endothelial cells were shown to express

active uPA at their membrane, identified by fibrin zymography of

cell lysates (Figure 1A) on the basis of its molecular mass (Mr

54 000) and its inhibition with polyclonal anti-uPA immunoglobu-

lin G added to the indicator fibrin gel (not shown). Similar results

were obtained with human monocytes (not shown). A fibrinolytic

band corresponding to tPA (Mr 70 000) was detected in lysates of

mouse cortical neurons. In contrast, neither tPA nor uPA activity

could be detected in the lysates of human platelets. The presence of

uPA and uPAR on EMPs was shown by immunoelectron micros-

copy and flow cytometry as described previously.19 THP-1 and

cortical neurons in culture were able to activate plasminogen at

their surface in a specific and dose-dependent manner until

saturation was reached (Figure 1B; THP-1, Km 5 492nM; neu-

rons, Km 5 49 6 9nM, not shown), in agreement with previous

studies.33,39,40

Figure 1. Identification of activators and cellular activation of plasminogen.

(A) Fibrin autography of platelets, cortical neurons, HMEC-1 cells, and THP-1 cells.

The samples were electrophoresed on 8% (wt/vol) polyacrylamide, SDS was then

exchanged with 2.5% (wt/vol) Triton X-100, and the gel was overlaid on a fibrin-

agarose indicator gel. The picture was taken after 4 hours at 37°C. The position of

purified controls (Pn indicates plasmin; tPA, and uPA) is indicated on top. The thin

vertical line indicates assembly from the same gel. The thick vertical line separates

2 different gels. (B) THP-1 cells (105 cells/well) were incubated with various concen-

trations of plasminogen (0-3mM) and 0.75mM CBS0065. Kinetics of plasmin

formation (mOD/minute) was followed by measuring the release of p-nitroaniline.

Data were fitted according to the Michaelis-Menten equation (Km 5 492nM).
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Contrasting effects of e-ACA on plasmin formation by cell

plasminogen activators

The activation of plasminogen by neuronal tPA was completely

inhibited by the lysine-analog e-ACA (Figure 2A), in agreement

with a previous report.33 These data indicate that inhibition of

plasminogen binding to the cell surface by e-ACA prevents the

formation of plasmin in situ by cells that express tPA.21,22

Surprisingly, cells that express uPA activate Glu-plasminogen

despite the presence of e-ACA (THP-1; Figure 2B). Because

plasmin could not be shown at the cell surface (Figure 2B dotted

line), our data suggest that plasminogen was activated on contact of

e-ACA–liganded plasminogen with uPA-bearing THP-1 cells.

Because e-ACA blocks both K1- and K4-LBS of plasminogen, we

further explored the role of K1-LBS, known to be directly

implicated in plasminogen binding, using the specific mAb anti–K1-

LBS, 34D3. Neutralization of K1-LBS by mAb 34D3 impaired

binding of plasminogen to the cell surface, and, as a consequence,

cell-bound plasmin could not be detected on THP-1 cells (Figure

2C dotted line). However, and similarly to the effect of e-ACA

(Figure 2B), the formation of plasmin was apparent in the

supernatant despite the inhibition of plasminogen binding (Figure

2C). These results indicate that Glu-plasminogen in complex with

molecular probes that selectively block the LBS of K1 (e-ACA or

the anti–LBS-K1 mAb) adopts a conformation that could be

recognized and activated by uPA-bearing cells.

Distinct effects of e-ACA on Glu- and Lys-plasminogen

activation by cellular uPA

To understand the role of conformational transitions of plasmino-

gen (closedº open) on plasmin formation by cellular uPA, we

compared the activation of equimolar amounts of either Glu- or

Lys-plasminogen in the absence and presence of e-ACA (Figure 3).

In the absence of e-ACA, Lys-plasminogen is activated 4.5-fold

faster than native Glu-plasminogen (Figure 3A), and the amount of

plasmin that remained bound to THP-1 cells shows a similar

relationship (Figure 3B). The addition of e-ACAhas no stimulating

effect on Lys-plasminogen. In contrast, e-ACA produced a 2.3-fold

increase in plasmin formation from Glu-plasminogen, in agreement

with data shown in Figure 2B. The rate of Glu-plasminogen

Figure 2. Cellular activation of plasminogen: effect of LBS ligands. (A) Corti-

cal neurons (105 cells/well) and (B) THP-1 cells (105/well) were incubated with

125nM Glu-plasminogen supplemented with various concentrations of e-ACA

(0-25mM) and 0.75mM CBS0065. Plasmin formation (F) was detected by

measuring the release of p-nitroaniline. (C) THP-1 cells (105/well) were incubated

with 125nM Glu-plasminogen supplemented with of 0 to 1mM anti–K1-LBS mAb

34D3 and 0.75mM CBS0065. (A-C) After detection of plasmin formation, the cells

were washed twice with PBS and incubated with 0.75mM CBS0065 to detect

cell-associated plasmin (M). Results are expressed as a percentage (mean

6 SD; n 5 3) of plasmin formation or of cell-associated plasmin activity in the

absence of e-ACA or mAb.

Figure 3. Effect of e-ACA and carboxipeptidase B on Lys- and Glu-plasminogen

activation by cellular uPA. THP-1 cells (105/well) were incubated with 500nM Lys-

( ) or Glu-plasminogen (M) in medium alone or supplemented with e-ACA (5 or

25mM) and 0.75mM CBS0065. Carboxypeptidase B, CpB (50 mg/mL), pretreated

THP-1 cells were incubated with plasminogen and CBS0065. Rate of plasmin

formation (A) and amount of cell-associated plasmin (B) were detected as indicated

in Figure 2. Bars represent the amount of plasmin formed or associated to the cells

(mOD/minute) versus the concentration of e-ACA or after CpB treatment (mean

6 SEM; n 5 3). Significant changes compared with Lys-Pg (*P , .05)/Glu-Pg

(§P , .05) alone.
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activation approaches the value obtained for Lys-plasminogen,

whereas cell-bound plasmin was undetectable for both Glu- and

Lys-plasminogens (Figure 3B).

The activation experiments were then performed in the presence

of CpB to eliminate plasminogen binding and activation onto C-ter

Lys residues. Our data (Figure 3) indicate that, at the concentration

of CpB used (50 mg/mL), the activation of Glu-plasminogen

(Figure 3A) at the cell surface and the amount of cell-bound

plasmin (Figure 3B) were markedly decreased. In contrast, the

activation of Lys-plasminogen (Figure 3A) was only moderately

modified by CpB despite an important reduction in cell-bound

plasmin (Figure 3B), suggesting that activation at the cell mem-

brane was practically absent. These results indicate that cell-bound

uPA is able to recognize and activate Lys-plasminogen and the

Lys-like Glu-plasminogen conformation induced by e-ACA with-

out requirement for molecular coassembly on the same cell surface.

Plasmin generation via a proteolytic cell-to-matrix cross-talk

It has been generally accepted that the extended open conformation

adopted by e-ACA–liganded Glu-plasminogen mimics plasmino-

gen bound to lysine residues in fibrin, ECM, or cells. We therefore

hypothesized on the basis of the above data (Figures 2–3) that

Glu-plasminogen bound to fibrin, matrix proteins, or cell mem-

branes may be recognized and activated by other cells or cell-

derived MPs present in the microenvironment and expressing

uPA/uPAR complexes at their membrane. To verify this hypothesis,

we analyzed the activation of r-Pg-Ala741 a recombinant active

site–inactivated plasminogen, bound to fibrin-coated beads, by

uPA-bearing EMPs. The r-Pg-Ala741 can bind to surface C-ter Lys

and be cleaved into inactive Glu-plasmin by activators.26 There-

fore, if its binding to fibrin-coated beads induces a conformational

change, it should be recognized and activated by uPA present on

EMPs. Functionality of the cross-talk was verified using native

Glu-plasminogen and measuring plasmin activity. Figure 4A shows

that the recognition and activation of fibrin-bound r-Pg-Ala741 by

uPA-bearing EMPs results in the formation of inactive Glu-plasmin

at the surface of fibrin. Formation of Lys-plasminogen was not an

intermediary step in the cross-talk mechanism, supporting the view

that Glu-plasminogen bound to fibrin adopts a conformation that is

recognized by EMPs bearing uPA. To further verify this hypothesis,

we determined the generation of plasmin activity during a matrix-

to-cell cross-talk between matrix-bound native Glu-plasminogen

and EMPs or monocytes. Fibrin-bound plasminogen was efficiently

activated, proportionally to the number of EMPs incubated with the

fibrin surface (Figure 4B). In a similar manner, plasminogen-bound to

the ECM protein fibronectin (Figure 4C) and laminin (supplemen-

tal Figure 1, available on the Blood website; see the Supplemental

Materials link at the top of the online article) was efficiently

activated by EMPs. This activation was inhibited in the presence of

amiloride or an anti-uPA specific antibody. Plasminogen bound to

fibrin could also be specifically activated by uPA-bearing THP-1

cells in a cell concentration–dependent manner (Figure 4D main

graph) and by adherent monocyte-borne uPA (Figure 4D inset). In

contrast tPA-bearing adherent neurons failed to generate plasmin

(Figure 4D inset). Plasmin formed on fibrin surfaces resulted in

fibrinolysis as indicated by the specific binding of the mAb FDP-14

directed against fibrin degradation products, in agreement with

previous published data.27 In a similar fashion, the fibronectin in

complex with fibrin was degraded by plasmin as detected by

Western blot (data not shown).

Plasmin generation via a proteolytic cell-to-cell cross-talk

Cell-to-cell cross-talks were studied between platelets bearing

plasminogen and cells bearing either uPA or tPA (monocytes and

neurons, respectively) or EMPs. Platelets were pretreated with

plasmin to enhance the number of plasminogen binding sites.38

After binding of plasminogen to platelets no conversion to plasmin

was detected in agreement with a previous report.41 To avoid

Glu-plasminogen transfer from platelets to cells bearing the

plasminogen activators, monocytes and neurons were pretreated

Figure 4. Fibrinolytic cross-talk: activation of fibrin- and

fibronectin-bound plasminogen by cellular MPs. (A) Native or

recombinant active site–inactivated Glu-plasminogen (Glu-Pg,

r-Pg-Ala741) at 1mM was bound to fibrin-coated beads for 1 hour

at 37°C. Fibrin-coated beads with bound plasminogen were then

incubated with 106 EMPs in a final volume of 200 mL. After

overnight incubation at 22°C, the fibrin-coated beads were

sedimented by centrifugation and resuspended in 10mM Tris-

HCl, pH 6.8, containing 10% SDS to elute fibrin-bound plasmino-

gen derivatives. The supernatant was electrophoresed under

nonreducing conditions, proteins were transferred to PVDF mem-

branes and revealed with a horseradish peroxidase–conjugated

mAb (150 ng/mL) directed against plasminogen K1. The Western

blot shows Glu-plasmin formation by EMPs. Purified plasmin is

shown as reference. (B-C) Glu-plasminogen (1mM) was bound

to fibrin (B) or fibronectin (C) surfaces. After 3 washes with

PBS, EMPs were added at various concentrations. (D) Glu-

plasminogen (1mM) was bound to fibrin surfaces (main graph)

or to fibrin-coated beads (inset). THP-1 cells were then added

to fibrin surfaces at various concentrations (main graph) and

2.5 3 105 fibrin-coated beads were incubated with 105 adher-

ent monocytes or neurons (inset). The formation of plasmin

was detected by measuring the release of p-nitroaniline from

the chromogenic substrate CBS0065 added at 0.75mM. Bars

represent the amount of plasmin formed (mOD/minute; mean

6 SEM; n 5 3) by THP-1 cells on fibrin (B,D) and fibro-

nectin (C), and by adherent monocytes or neurons on fibrin-

coated beads (D inset). Amil indicates amiloride; IgG, antibody

against uPA and its nonimmune IgG control. *Significant

changes compared with activation without THP-1 (A) or

EMPs (B-C) or activation on neurons (P , .05); §changes with

inhibitors compared with activation at 5 3 105 EMPs (P , .05).
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with CpB. Under these conditions, the extent of platelet-bound

Glu-plasminogen transformation into plasmin by uPA-bearing

monocytes is dependent on platelet number added until saturation

(Figure 5A). In contrast to full plasminogen activation on 1.8 3 106

platelets by monocyte-bearing uPA, plasmin formation on platelets

incubated with tPA-bearing neurons was approximately 10%

(Figure 5A) and did not reach saturation at higher platelet

concentrations. Moreover, Lys-plasminogen bound to platelets

could not be activated by neuronal tPA as well (supplemental

Figure 2). No plasmin was detected on monocytes or neurons

surfaces, indicating that plasmin was indeed generated on the

platelet surface and remained associated with the platelet (not

shown). Plasmin formation on platelets in the absence of cells was

undetectable at 1.8 3 106 plasminogen-bearing platelets (Figure

5A inset).

Platelet-bound plasminogen could also be activated by EMPs as

indicated in Figure 5B. Because EMPs were pretreated with CpB,

we exclude the possibility of plasminogen exchange during the

cross-talk. Plasmin was therefore formed at the surface of platelets

in contact with EMPs. The rate of plasmin formation during the

platelet/EMPcross-talk (Vi 5 0.54 6 0.14 mOD/minute) was higher

than the rate of plasminogen activation (Vi 5 0.32 6 0.06 mOD/

minute) on EMPs supplemented with an amount of plasminogen

equivalent to that present on platelets (Figure 5B). To further

investigate the relevance of the intercellular cross-talk mechanism,

the formation of plasmin by a platelet/monocyte cross-talk was

compared with activation of plasminogen by uPA on the same cell

surface (monocytes); for the purpose of demonstration, we also

studied the activation of platelet-bound plasminogen by free uPA.

Equivalent amounts of either plasminogen or uPA were used in all

cases. The results are shown in Figure 6A. The cross-talk mecha-

nism resulted in a higher rate (Vi 5 1.1 6 0.26 mOD/minute) of

plasmin formed compared with activation on the same cell surface

(Vi 5 0.6 6 0.2 mOD/minute; P 5 .005), thus qualifying the effi-

ciency of the cross-talk mechanism. Addition of free uPA to

platelets resulted in a nonsignificant (P 5 .078) increase in plasmin

formation compared with the cross-talk. However, free uPA

cannot be a relevant plasminogen activator, because most

unbound uPA in physiologic fluids is complexed to plasminogen

activator inhibitor-1. Specificity of the cross-talk between

platelet-bound plasminogen and uPA-bearing monocytes was

established by the ability of a recombinant inactive form of

scuPA (r-scuPA-Gly159) to inhibit the formation of plasmin (64%

inhibition at 5nM; Figure 6B).

Figure 5. Proteolytic cross-talk: activation of platelet-bound plasminogen by

cells bearing uPA (monocytes) or tPA (neurons). Glu-plasminogen (2mM) was

bound to platelets as indicated in “Activation of platelet-bound plasminogen by

monocytes or neurons.” (A) After treatment with 50 mg/mL CpB, monocytes (F) or

neurons (f) were incubated with plasminogen-bearing platelets at various concentra-

tions (0-1.5 106/well) in the presence of 0.75mM CBS0065. The formation of plasmin

(mOD/minute) was detected bymeasuring the release of p-nitroaniline. (Inset) Detec-

tion of plasmin formation on platelets (1.8 3 106) in the absence of cells or incubated

with monocytes or neurons (105 cells). Results are expressed as the rate of plasmin

formation (mean 6 SEM; n 5 3). (B) After treatment with 50 mg/mL CpB, EMPs were

incubated with 5 3 106 platelets bearing plasminogen or with 3nM plasminogen

(concentration equivalent to that bound to platelets), or with buffer in the presence of

0.75mM CBS0065. The formation of plasmin (mOD/minute) was detected by

measuring the release of p-nitroaniline. Results are expressed as rate of plasmin

formation (n 5 3). A representative experiment is shown.

Figure 6. Efficiency and specificity of the plasminogen cross-talk. Glu-

plasminogen (2mM) was bound to platelets as indicated in “Activation of platelet-

bound plasminogen by monocytes or neurons.” (A) After treatment with 50 mg/mL

CpB, adherent monocytes were incubated with 5 3 106 platelets bearing plasmino-

gen (cross-talk) or with plasminogen (concentration equivalent to plasminogen bound

to platelets; same surface) in the presence of 0.75mM CBS0065. In a parallel

experiment, uPA (concentration equivalent to uPA bound to monocytes) was

incubated with 5 3 106 platelets bearing plasminogen (free uPA) in the presence of

0.75mM CBS0065. Results are expressed as the rate of plasmin formation

(mean 6 SEM; n 5 3; triplicates). NS indicates nonsignificant (P 5 .078), *P , .005,

#P , .014. (B) Monocytes were incubated with 1nM of native uPA and various

concentrations of a nonactive mutant uPA (r-scuPA-Gly159). Monocytes were then

incubated with 5 3 106 platelets bearing plasminogen, in the presence of 0.75mM

CBS0065. The formation of plasmin (mOD/minute) was detected by measuring the

release of p-nitroaniline (mean 6 SEM; n 5 2; triplicates). A representative experi-

ment is shown (P 5 .023; 0 vs 5nM r-scuPA-Gly159).
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Discussion

Specific fibrinolytic and pericellular proteolytic functions of plas-

min are determined by in situ molecular coassembly of plasmino-

gen and its activators on cell receptors or on binding sites present

on macromolecular complexes (fibrin or matrix surfaces).18,42 The

use of tPA as a thrombolytic agent and the pericellular proteolytic

activity of uPA-bearing cells are based on this paradigm.18,42 It has

also been suggested that monocyte-uPA reduces thrombus size,43

and we have recently shown that EMPs carrying uPA derived from

the parent cell generate plasmin activity.19 We now show that uPA

anchored on monocytes or EMPs recognizes and transforms into

plasmin, Glu-plasminogen bound to platelets, fibrin, or ECM

proteins (fibronectin, laminin). This new activation mechanism

bypasses the requirement for molecular coassembly on the same

surface, via a recognition and proteolytic cross-talk pathway.

Because in this plasminogen activation cross-talk, plasmin is

efficiently generated on platelets or on matrix surfaces by uPA-

bearing cells or MPs, it may be of potential physiologic relevance

in fibrinolysis or degradation of ECM components. Note that this

mechanism complies with the prerequisite for activation of plasmin-

ogen on biologic surfaces, ie, plasminogen binding to C-ter Lys

residues of platelets, fibrin, or ECM.18 However, it essentially

differs in that the uPA is expressed on neighboring cells or MPs and

in that cells bearing tPA do not reproduce this effect.

It is generally accepted that Glu-plasminogen bound to fibrin

and cell surfaces adopts an open conformation similar to that

induced by the C-ter Lys analog e-ACA.6,9,13 This conformation is

called Lys-like because it is similar to the conformation of

truncated Lys-plasminogen as defined by electron microscopy and

small-angle neutron scattering.8,13 The induction of an open

conformation by this lysine analog has previously been shown and

is well described in the literature (reviewed by Markus9). On the

basis of this analogy and because Lys-plasminogen, the natural

open form, is activated by uPA at a higher rate than Glu-

plasminogen,10,23,24 we investigated whether e-ACA–liganded Glu-

plasminogen, which is unable to bind to C-ter Lys, could be

activated by uPA- or tPA-bearing cells or EMPs. We demonstrate

that, although e-ACA–liganded Glu-plasminogen cannot bind to

fibrin or cells, it was selectively activated by uPA-bearing cells.

Furthermore, at equimolar concentrations, the rate of activation of

Glu-plasminogen/e-ACA complexes was higher than that of Glu-

plasminogen alone, in the absence of both plasminogen binding to

the cell surface and free uPA activity in the medium.

Glu-plasminogen/e-ACA complexes were efficiently activated

despite the cleavage of C-ter Lys on cells by CpB. Thus,

e-ACA–liganded Glu-plasminogen behaves as a surrogate that

ensures surface-like binding conformational changes leading to its

recognition and activation.

Because the LBSs of both K1 and K4 are simultaneously

occupied by e-ACA, we used the specific LBS-targeted 34D3 mAb

to disclose the role of K1. This mAb completely inhibits plasmino-

gen binding and activation by tPA, thus underlining the role of K1

in the initial phase of plasmin formation.31 In contrast, despite the

inhibition of Glu-plasminogen binding and formation of plasmin at

their surface, cells bearing uPA were able to activate Glu-

plasminogen in the cellular microenvironment. These results

indicate that uPA- but not tPA-bearing cells recognize the extended

open conformation adopted by Glu-plasminogen in complex with

e-ACA or mAb 34D3. In a similar fashion, we demonstrated in a

previous study26 that Glu-plasminogen bound to C-ter Lys residues

of fibrin during ongoing fibrinolysis27,44 was specifically recog-

nized and activated by scuPA.26 Furthermore, using a fibrin- or

platelet-bound r-Pg-Ala741 in cross-talk with uPA-bearing EMPs,

we demonstrate that the active site–inactivated recombinant plas-

minogen was cleaved into inactive Glu-plasmin in situ without

being transformed into Lys-plasminogen. We therefore hypoth-

esized that Glu-plasminogen bound to C-ter Lys of cell membranes,

fibrin, or matrix proteins may be recognized and activated by

uPA/uPAR complexes expressed on other cells or cell-derived MPs

present in the microenvironment.

First, we demonstrated that human EMP- or monocyte-borne

uPA, but not tPA-bearing cells, was able to specifically activate

platelet-bound Glu-plasminogen in a dose- and saturating-

dependent manner. The rate of plasmin formation on platelets by

monocytes was increased 2-fold over the activation of plasminogen

at the monocyte surfaces. The specificity of the uPA-driven

proteolytic cross-talk was shown by its inhibition with a recombi-

nant form of uPA having no activator activity. The fibrinolytic

cross-talk mechanism bypasses the requirement for assembly of

profibrinolytic proteins on the same surface, introduces a comple-

mentary and new dimension for enhancement of fibrinolysis by

platelets,41,45 and its efficiency suggests a potential physiologic

relevance. Indeed, occupancy of platelets by plasma Glu-

plasminogen and a direct relation between platelet number and

degree of clot lysis has been previously reported.46,47 Because

human platelets have been shown not to express uPAR,48 these

observations are in agreement with our data showing a direct

relationship between platelet number and plasmin generation by

uPA-bearing monocytes or its derived MPs. Thus, platelet-bound

plasminogen activated by monocytes or MPs bearing uPA could be

an additional source of plasmin in the fibrin clot as recently

suggested.43 Our results also suggest that procedures that increase

plasminogen binding to platelets may be a new direction in

pharmacologic enhancement of platelet fibrinolytic functions.

Second, using a similar approach, we demonstrated that Glu-

plasminogen bound to fibrin surfaces, to ECM proteins (fibronec-

tin, laminin), or to fibrin/fibronectin complexes was selectively

recognized and activated into plasmin by uPA expressed on cells or

EMPs. This mechanism of cross-talk may be of physiologic

relevance because it has recently been reported that monocytes may

be involved in clot dissolution.43,49 Because activated monocytes

and macrophages release MPs that may bear uPA, it is possible that

these MPs may participate in activation of fibrin- or platelet-bound

plasminogen. Indeed, leukocyte-derived MPs has been found in

atherosclerotic plaques,50 where they can initiate fibrinolytic or

proteolytic activities that may destabilize the atheroma plaque.

A similar interaction may take place during inflammatory pro-

cesses in which primed cells could initiate a proteolytic cross-talk

with plasminogen bound to other cells or to the matrix as suggested

in the proposed model (Figure 7).

Altogether, these data provide a mechanistic support to the

proteolytic cross-talk mechanism described above and suggest that,

in inflammatory states or in cancer, plasminogen bound to platelets,

fibrin, extracellular matrices, or adherent cells could be efficiently

activated by uPA expressed on migrating cells or cellular MPs. For

instance, plasminogen bound to cells may be transported into not

easily accessible tissues such as the brain and be activated in situ by

resident or migrating glial cells expressing uPA.51

In conclusion, we propose a new mechanism for plasmin

formation that not only does bypass the requirement for coassem-

bly of plasminogen and uPA on the same surface, but it also makes
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Lys-plasminogen dispensable. These heterotypic cell-to-cell (plate-

lets/monocytes; platelets/MPs), cell-to-matrix (THP-1/fibrin), or

MPs-to-matrix (MPs/fibrin) proteolytic cross-talk represents an

alternative pathway for localized plasmin formation that may be

relevant to processes implicating cell migration and MP dissemina-

tion, ie, inflammation or angiogenesis. Finally, our data provide

additional evidence for a novel role of MPs and platelets, as vectors

that generate and propagate plasmin fibrinolytic and/or proteolytic

activity, and could thereby constitute a pharmacologic tool.
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Nos travaux précédents ont permis d�assigner une nouvelle fonction fibrinolytique  

aux MP dérivées d�HMEC-1. Nous avons montré l�existence d�un mécanisme original par 

lequel ces MPE constituent une surface catalytique efficace pour l�activation du 

plasminogène par l�u-PA fixée sur son récepteur u-PAR. Nous avons montré que ces MPE 

participent à un mécanisme de cross-talk entre surface des MP et surfaces cellulaires, fibrine 

ou matrice extracellulaire. Cependant la possibilité que des MP dérivées de cellules 

endothéliales primaires humaines ou des cellules hématopoïétiques du sang circulant puissent 

également servir de support à une activité protéolytique conduisant à la formation de 

plasmine in vivo n�a pas encore été explorée. 

 Nous avons donc formulé l�hypothèse que chez l�homme, les microparticules 

présentent dans la circulation sanguine ou dérivées de cellules endothéliales primaires 

pouvaient constituer un support efficace pour la formation de plasmine in vivo.   

  

Dans ce travail, nous avons donc étudié la capacité de génération de plasmine de MP 

isolées de plasma de patients en situations pathologiques ou purifiées à partir des différentes 

sous-populations de cellules circulantes et de cellules endothéliales primaires. 

 Chez des patients souffrant de pathologies caractérisées par une vésiculation 

endothéliale accrue, nous avons mis en évidence une génération de plasmine détectable à 
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partir des MP circulantes. Nous avons montré que la formation de plasmine par les MP 

circulantes de patients présentant une athérosclérose ou une pathologie auto-immune comme 

le lupus érythémateux disséminé ou le PTT, est plus importante que pour les contrôles sains.  

L�identification des activateurs responsables de cette activité plasminogénolytique a révélé 

que non seulement l�u-PA mais aussi le t-PA sont impliqués, à des niveaux variables en 

fonction des patients et de l�existence de complexes entre le t-PA et son inhibiteur (PAI-1). 

Nous avons démontré que l�activité de génération de plasmine était portée par les MP 

dérivées de cellules endothéliales (MPE) et de leucocytes (MPL) mais était absente des MP 

d�origine plaquettaire ou érythrocytaire. Les MPL expriment de l�uPA et son récepteur 

l�uPAR tandis que les MPE expriment du t-PA et des complexes t-PA/PAI-1.  

 En conclusion, cette étude montre que dans la circulation sanguine, ce sont les sous 

populations minoritaires de MP, les MP d�origine endothéliale et leucocytaire, qui supportent 

l�activité fibrinolytique. Cette activité est modulée dans des pathologies cardiovasculaires et 

auto-immunes.  
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Abstract  

We recently assigned a fibrinolytic function to endothelial-derived microparticles (MPs). We 

report now that plasmin generation is also detectable on circulating MPs from patients with 

diseases featuring increased vesiculation. For instance, plasmin formation on circulating MPs 

from patients with atherosclerotic or autoimmune disease was significantly higher than in 

healthy controls. Moreover, circulating MPs from thrombotic thrombocytopenic purpura 

patients generate a range of plasmin activity and express a variable content in either 

urokinase- (uPA) or tissue-type plasminogen activator (tPA) and complexes between tPA and 

its inhibitor (PAI-1). We further demonstrate that plasmin was generated on endothelial- and 

leukocyte-derived MPs, but was absent on MPs of platelet or erythrocyte origin. Leukocyte-

derived MPs express uPA and its receptor uPAR whereas endothelial-derived MPs expressed 

tPA and tPA-PAI-1 complexes. In conclusion, our study indicates that endothelial- and 

leukocyte-derived MPs support fibrinolytic activity in the circulation that is modulated in 

pathological situations. 

Key words: fibrinolysis; microparticle, plasmin(ogen), uPA, tPA, TTP 
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Introduction 

 Microparticles (MPs) are small vesicles resulting from membrane blebbing of most 

activated or apoptotic cells.
1
 MPs detectable in the circulation are derived from blood and 

vascular cells. Over the past decade, they have been accepted as diagnostic and prognostic 

biomarkers in cardiovascular disorders. Accumulating evidence indicates that beyond their 

biomarker quality, MPs also convey various bioactive effectors implicating them in activation 

of coagulation, inflammation, vascular remodelling and angiogenesis.
2-6

 We recently assigned 

a new fibrinolytic function to MPs derived from the human microvascular endothelial cell line 

HMEC-1. We provided evidence for a novel mechanism by which these endothelial MPs 

(EMPs) constitute an efficient catalytic surface for the activation of plasminogen by the 

urokinase-type plasminogen activator (uPA) anchored to its receptor uPAR.
7
 However, the 

possibility that MPs derived from native endothelial and blood cells also serve as a template 

for plasmin formation and proteolytic activity in vivo, remain unsolved questions. We 

therefore sought to investigate whether MPs from pathological situations and MPs purified 

from different blood cell subpopulations and primary endothelial cells could be the source of 

fibrinolysis in the circulation.

Materials and Methods 

Detailed materials and methods are described in a supplemental document (available online). 

Briefly, MPs from patients with thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP, n=11) were 

isolated and characterized by zymography, ELISA, flow cytometry and photometric assays 

for plasminogen activators and plasmin generation activity as described previously.
7
 We also 

performed MP analyses in patients with systemic lupus erythematosus (n=12) or with 

atherosclerosis (n=16), and in healthy subjects (n=36). Furthermore, MPs derived from human 



4

circulating and primary endothelial cells were generated and evaluated using the previously 

quoted techniques. 

Results and discussion 

1. Circulating microparticles support in vivo a fibrinolytic activity that is modulated in 

pathological settings.

To investigate whether human MPs are involved in plasmin generation in vivo, we 

studied MPs isolated from patients with TTP a disease featuring increased vesiculation.
8,9

 A 

majority of the isolated MP samples (8 out of 11) generate plasmin activity upon incubation 

with 1 µM plasminogen. Figure 1A shows plasmin generation (1.6-5.9 mOD/minute) in 

representative samples (2.10
5
 MPs/well) that display a variable content in plasminogen 

activator activity. Platelet- (PMPs) or erythrocyte-derived MPs may not contribute to this 

activity as samples depleted in these MPs displayed a slight increase rather than a decrease in 

plasmin formation (figure1B). The observed increase in plasmin formation is most probably 

related to depletion in active PAI-1/vitronectin complexes present in PMPs.
10

 The inhibition 

of plasmin generation by ε-ACA was consistent with a lysine-dependent mechanism for 

plasminogen binding and activation (figure 1C).  

The plasminogen activator activity in distinct samples was identified either as uPA or as 

tPA in fibrin-agarose gels as indicated by the position of their fibrinolytic band relative to 

known markers (figure 1D, upper panel). For instance, the single fibrinolytic band apparent in 

sample TTP C and the corresponding uPA standard were absent in a fibrin-agarose gel 

containing anti-uPA antibodies (figure 1D, lower panel). This antibody also inhibited plasmin 

formation by MPs from TTP 1 in a chromogenic assay (figure 1C). PTT sample D in figure 

1D (representative of 3 samples) contained tPA and a main fibrinolytic band of high 

molecular mass corresponding to the position of tPA in complex with its inhibitor. This 
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sample also contained a minor uPA fibrinolytic band that was blocked in the presence of anti-

uPA antibodies whereas tPA and its complexes retained their activity (figure 1D, lower 

panel). No direct plasmin fibrinolytic band could be observed in the MP samples.  

We then investigated whether this plasminogen activator activity differs between 

healthy subjects and patients. Previously documented pathological situations associated with 

increased levels of MPs namely atherosclerotic complications (n=16) or systemic lupus 

erythematosus (n=22) were selected.
11,12

 As shown in figure 1E, the plasminogen activator 

activity of MPs was significantly higher in the two groups of patients compared to healthy 

controls (1.51 ± 1.43 mOD/minute and 1.62 ± 1.92 mOD/minute versus 0.57 ± 0.24 

mOD/minute, p<0.001).  

These results provide the first evidence that human circulating MPs isolated from the 

plasma compartment, convey plasminogen activators, activate membrane-bound plasminogen 

and may generate plasmin activity in vivo. This MP activity suggests a compensatory 

fibrinolytic response to coagulation that maintains vessel patency. Its relevance in local or 

systemic fibrinolysis remains to be elucidated. As a first step in this endeavor, we determined 

the cell origin of the plasminogen activator activity.  

2. The fibrinolytic activity is borne by microparticles originating from endothelial cells 

and leukocytes.

 To determine which subpopulations of MPs activate plasminogen into plasmin, we 

generated MPs from both primary human endothelial cells and circulating blood cell 

subpopulations. Plasmin generation (figure 2A) was detected on endothelial MPs (EMPs) 

with variations according to their anatomical origin. The highest plasminogen activator 

activity was expressed by EMPs of renal artery origin (1.2±0.2 mOD/minute) and the lowest 

by EMPs of dermal microvascular origin (0.03±0.01 mOD/minute). By zymography, two 

fibrinolytic bands resistant to anti-uPA antibodies were observed in lysates of EMPs (figure 
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2B).  One band corresponded to the migration of purified tPA whereas the other, of high 

molecular mass and higher intensity than the fibrinolytic activity of free tPA, corresponded to 

the migration of tPA in complex with its inhibitor (Cs in figure 2B), in agreement with a 

previous report.
13

 PAI-1 and tPA antigens were indeed detected in lysates of EMPs with a 

specific ELISA (figure 2C). The presence of tPA was further confirmed by flow cytometry 

(figure 2D). In contrast, uPA activity and antigen (figure 2E) were undetectable.  

Plasminogen activator activity was also detected on leukocyte MPs (LMPs) of monocyte, 

lymphocyte and neutrophil origin but was absent in platelet- or erythrocyte-derived MPs 

(figure 2A). The presence of plasminogen activator activity on LMPs was further confirmed 

by a lytic band on zymography corresponding to the position of uPA (figure 2B) that was 

absent in the presence of antibodies to uPA (not shown). The expression of uPA and its 

receptor uPAR on the surface of LMPs was evidenced by flow cytometry (figure 2E). In 

parallel experiment, tPA antigen was undetectable on LMPs, PMPs or erythrocyte-derived 

MPs (figure 2D).  Platelet and erythrocyte MPs (up to 5x10
6
 MPs per well) failed to generated 

plasmin (figure 2A) or a fibrinolytic band (2C). Similar negative results on plasminogen 

activator activity were obtained when PMPs were generated using different platelet agonist 

combinations (collagen, thrombin and A23187) (not shown). 

 Collectively, given that both platelet and erythrocyte MP populations account for the 

bulk of circulating MPs,
14

 this is the first demonstration that plasminogen activator activity is 

borne by a minor fraction of MPs circulating in human blood i.e. endothelial and leukocyte 

MPs expressing either tPA or uPA/uPAR. This selectivity contrast with the well-described 

procoagulant potential common to all MPs.
15

In summary, our study indicates that the plasminogen activator activity of circulating 

human MPs is supported by subpopulations of leukocyte or endothelial origin. This 

fibrinolytic activity was found increased in various pathological conditions, most probably as 

a compensatory response to coagulation. In contrast, we did not detect plasmin generation on 
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erythrocyte and platelet MPs. Accordingly, plasminogen activators have not been described 

on red blood cells and their expression by human platelets is not clearly demonstrated except 

for the ectopic production of uPA in the platelet Quebec syndrome.
16

 It is therefore possible 

that platelet-derived MPs may, in some cases, develop plasminogen activator activity. Indeed, 

since platelets bind plasminogen,
17-19

 PMPs may be a source of substrate for enhanced 

fibrinolysis by scuPA
20

 via a fibrinolytic cross-talk mechanism demonstrated recently.
21

3. Conclusion 

 We provide the first evidence that surface plasminogen activation is a functional 

feature of plasma MPs that significantly differ between healthy subjects and pathological 

samples. This activity is specifically supported by endothelial and leukocyte subpopulations 

of MPs, the quantitatively minor contributors to the pool of circulating MPs. Although the 

clinical signification of this activity remains to be defined, its measurement may be indicative 

of pathological processes involving endothelial- and leukocyte-derived MP proteolytic 

responses.
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Figure 1. Fibrinolytic activity of microparticles isolated from patients with thrombotic 

thrombocytopenic purpura (TTP), systemic lupus erythematosus (SLE) and 

cardiovascular disease.  

Microparticles (2.10
5

per well) were isolated as indicated in Methods (supplemental file on 

line) and then incubated with plasminogen (1µM) in the presence of a plasmin-selective 

chromogenic substrate (CBS0065, 0.75mM). Bars represent the amount of plasmin formed 

(mOD/minute) of representative samples. Results are the mean ± SD of a duplicate 

experiment. A. Plasmin generated by microparticles from TTP patients. B. Plasmin generation 

by TTP microparticles depleted (>90%) in erythrocyte- and platelet-derived microparticles. A 

volume of 25µL of total (gray bars) or depleted (dark gray bars) microparticle samples tested. 

C. Effect of inhibitors  (ε -amino-caproïc acid, ε-ACA and anti-uPA antibody, α-uPA) and 

IgG, a control immunoglobulin, on the generation of plasmin by TTP 1 microparticles. D.

Fibrin-zymography analysis of TTP microparticles. Proteins in microparticle lysates were 

separated by SDS-PAGE and their fibrinolytic activity revealed on fibrin-agarose gels. 

Reference standards are purified tPA, plasmin and uPA. The fibrinolytic activity was tested in 

the absence (upper panel) or presence (lower panel) of 10 µg/mL of a polyclonal antibody 

against uPA. The high molecular mass fibrinolytic band observed in the tPA lane correspond 

to tPA dimers.
22

E. Plasmin generated by microparticle samples of patients with 

cardiovascular disease and SLE. Experiments were performed as indicated in A. The mean of 

samples for each category is indicated by the dotted lines ( 1.51 ± 1.43 mOD/minute and 

□1.62 ± 1.92 mOD/minute versus control  0.57 ± 0.24 mOD/minute, *p<0.001) 
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Figure 2. Fibrinolytic activity of microparticles derived from human circulating blood 

cells and primary endothelial cells.  

Circulating blood microparticles and endothelial cell-derived microparticles were obtained 

and isolated as indicated in Methods (supplemental file on line). Endothelial cell-derived 

microparticles were obtained from primary cultures of coronary artery (CA), pulmonary 

artery (PA), renal artery (RA) and dermal microvascular (DMV) endothelial cells. Circulating 

blood cells-derived microparticles were obtained from isolated polymorphonuclear cells 

(PMN), monocytes (MC), lymphocytes (LC), red cells (RC) and platelets (PLA). Bars 

represent the amount of plasmin formed (mOD/minute). Results are the mean ± SD of 

duplicate experiments. MFI: mean fluorescence intensity. 

A. Plasmin generation by microparticles (2.10
5

per well) was tested as indicated in figure 1.  

B. Fibrin-zymography analysis of endothelial and circulating microparticles. Zymography 

was performed as indicated in figure 1D. Reference standards are purified tPA, plasmin, uPA 

and tPA in complex with PAI-1 (Cs). C. PAI-1 and tPA concentrations by ELISA for 10
6

endothelial cell-derived microparticle lysates per well. Results are the mean ± SD of duplicate 

experiments. D. tPA expression at the surface of endothelial and circulating microparticles by 

flow cytometry. Graphs represent overlays of representative fluorescence histograms obtained 

with isotype controls (grey) and tPA antibody (black) on annexin V+ gated events. E. uPAR 

and uPA expression at the surface of endothelial and circulating microparticles by flow 

cytometry. Graphs represent overlays of representative fluorescence histograms obtained with 

isotype controls (grey) and uPAR or uPA antibodies (black) on annexin V+ gated events. 
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Supplemental Materials and Methods 

Isolation of microparticles from human plasma  

Plasma was separated (1500g, 15 minutes) from blood collected in 0.119 M sodium 

citrate from healthy volunteers (n=36) and from patients with autoimmune diseases (systemic 

lupus erythematosus, SLE, with, n=10, or without, n=12, antiphospholipid syndrome, APLS, 

according to the Sapporo criteria) or with atherosclerotic complications (n=16). MPs were 

also purified from 36 mL of citrated plasma obtained by plasmapheresis from patients (n=11) 

suffering from acute thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). Informed consent was 

obtained from all patients. 

 MPs were isolated by sequential centrifugation of platelet-poor plasma, first at 

13000g for 2 minutes to remove residual platelets. The platelet-free plasma was then 

centrifuged at 20000g for 90 minutes at 4°C. Pelleted microparticles were washed twice 

(20000g for 90 minutes at 4°C) and re-suspended in phosphate-buffered saline (PBS).  

In some experiment circulating MPs were depleted in erythrocyte- and platelet-derived 

microparticles by magnetic immuno-separation with beads coated with CD41 and CD235a 

antibodies. Depletion in MPs was checked by FCM superior at 90%. Control experiments 

were performed in parallel with beads coated with irrelevant antibodies. 

Generation of microparticles from blood cells  

To investigate which subtype of circulating MPs may support plasminogen activation 

activity, MPs were generated in vitro from different blood cell types. Whole blood from 

healthy volunteers or patients who had not taken anti-platelet medication for at least 2 weeks, 

was collected into 0.119 sodium citrated tubes.  



Human platelets prepared as already described
1
 were incubated without stirring for 15 

minutes at 37°C with 1 NIH U/mL of thrombin and/or 1 µM of A23187 (Sigma, Saint Louis, 

MO), and/or 10 µg/mL of collagen (Stago, Asnière, France,). Platelets were subsequently 

separated by centrifugation at 20000g for 2 minutes, and MPs isolated and washed as 

described above.  

Erythrocyte-derived MPs were generated from human red blood cells as previously 

described by Salzer et al. with minor modifications
2
. Erythrocytes pelleted at 200 g for 10 

minutes and subsequently washed in sodium chloride 0.9%, were resuspended in 9 volumes of 

PBS containing 1 mM CaCl2 and 5 µM ionophore A23187 and incubated at 37°C for 30 

minutes. Erythrocytes were subsequently separated by centrifugation at 20000g for 2 minutes, 

and MPs isolated and washed as described above.  

 Leukocyte-derived microparticles were prepared as previously described with 

some modifications 
3
. Monocytes were isolated for PBMC (Lymphocytes separation medium 

1077) by CD14+ immuno-magnetic separation on MS columns (Miltenyi Biotec, Bergish 

Gladbach, Germany). Purity superior at 95 % was checked by flow cytometry. Monocytes 

were stimulated by LPS (1�g/ml) overnight. Vesiculation was evaluated by FCM by AnnV-

FITC/CD11b staining. Neutrophils were purified from citrated buffy coat and were stimulated 

by N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMPL), 1 �M during 2h at 37ºC. Lymphocytes 

were purified from PBMC (Lymphocytes separation medium 1077) and were stimulated by 

PAF/PMA (Platelet activation factor/ phorbol 12-myristate 13-acetate) 500nM/50nM during 

2h at 37ºC.  MPs were isolated and washed as described above.  

      



Generation and harvesting of microparticles from endothelial cells   

 Several subtypes of human endothelial cells originating form distinct vascular beds 

were purchased from Clonetics (Grand Island, NY) and cultured into 0.2 % gelatin coated 

flasks in EGM2-MV medium: renal artery endothelial cells (RAEC) used at passage 8, 

coronary artery endothelial cells (HCAEC) used at passage 7, dermal human microvascular 

vein endothelial cells (HMVEC-d) and human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC) 

used at passage 6. Endothelial microparticles were purified from culture medium conditioned 

by sub-confluent endothelial cells stimulated or not for 24 hours with 10 ng/mL TNF-α

(PeproTech Inc, Rocky Hill, NJ, USA) as previously described with some modifications 
4
. 

Culture supernatants were centrifugated at 300g 5 min and 2500g 10 min to remove detached 

cells and debris. MPs were isolated as described above, were washed twice and re-suspended 

in HEPES buffer.  

Characterization of microparticles by flow cytometry and ELISA 

          Aliquots of 10 µL microparticles suspension, 1/10 diluted, were labeled using 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated annexin V (Abcys, Paris, France) or specific 

monoclonal antibodies. Phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD41 (BioCytex, Marseille, France), 

FITC anti-CD31, PE anti-CD11b and PE anti-glycophorin A were from Beckman Coulter 

(Miami, FL). Flow cytometry analysis was performed on Cytomics FC500* instrument 

(Beckman Coulter). MP were analyzed as previously described
5
. 

    u-PA, u-PAR and t-PA expression were evaluated by FCM using directly FITC 

labeled antibodies on MPs gated by CD146-PE (endothelial-MP), CD59-PE (endothelial, 

erythrocytes and leukocytes MP or CD41-PE (Platelet-MP) positivity. Matched antibodies for 

protein concentration and fluorescence/protein ratio were used as control.     



Pelleted MP were lysed in 100 mmol/L Tris-HCl buffer pH 8.1, containing 0.5% Triton 

X-100 and supplemented with complete protease inhibitor mixture (Roche Diagnostic GmbH, 

Mannheim, Germany). uPA and uPAR total antigen levels were assayed by ELISA (894 and 

893 IMUBIND
®

 ELISA kits, American Diagnostica) according to the manufacturer’s 

instruction. The results were expressed as ng of uPA or uPAR per 10
7
 MP. T-PA and PAI-1 

total antigen level were measured by ELISA (Asserachrom* t-PA and Asserachrom* PAI-1, 

Diagnostica Stago, Asniere, France). Results were expressed as ng/10
6
 MPs. 

Determination of plasminogen activators and plasminogen activation activity on 

microparticles 

The presence and identity of plasminogen activators of MPs were analysed by fibrin 

autography of MPs lysates ran on SDS-PAGE under non-reducing conditions as previously 

described.
6
 When indicated the fibrin-agarose indicator gel was supplemented with antibodies 

(10µg/mL) directed against specific plasminogen activators. 

The capacity of MP to activate plasminogen was determined by incubating a fixed 

concentration of plasminogen (1 µM) with the MPs in the presence of a chromogenic 

substrate selective for plasmin, as described previously
7
. Plasmin formed from plasminogen 

bound at the surface of the MPs cleaves the chromogenic substrate and the release of pNA is 

detected by measuring A405nm as a function of time. Thus, results are expressed in A405nmx10
-

3
/minute. When indicated, the following inhibitors were pre-incubated with the MPs: 10 

�g/mL goat anti-human tPA (Biopool, Uppsala, Sweden), 50 �g/mL mouse anti-human uPA 

(American Diagnostica 394O), and respective irrelevant control IgGs (Biocytex, Marseille, 

France); amiloride and �-aminocaproïc acid (�-ACA) were used at 100 µM and 0.1 M, final 

concentrations respectively.  



Statistical analysis

             Data are expressed as mean +/- standard deviation. Statistical analysis was performed 

with KaleidaGraph software (Synergy Software, Reading, PA, USA). Significant differences 

were determined using non parametric Mann-Whitney test. A p value less than 0.05 was 

considered significant. 
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BREVET 1 

Méthode de mesure de l�activité plasmine des microparticules présentes 

dans un échantillon  de fluide biologique et utilisation. 
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Brevet 07/04060

Les travaux précédents sur la génération de plasmine par les MP circulantes ont 

conduit à un dépôt de brevet ayant pour objet une méthode de mesure de l�activité plasmine 

des MP présentes dans un échantillon de fluide biologique ou extrait tissulaire pouvant servir 

comme méthode de diagnostic ou de suivi d�un traitement.  
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ARTICLE 4 

Standardization of platelet-derived microparticle enumeration by flow 

cytometry using calibrated beads: results of ISTH SSC Collaborative 

workshop. 
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Les  MP sont de petites vésicules, de taille hétérogène de 0.1 à 1µm, libérées par les 

cellules activées ou en apoptose. Leur rôle de biomarqueur et de biovecteur dans la 

coagulation, l�inflammation et le cancer est de mieux en mieux établi. Ce qui accroît l�intérêt 

de leur mesure en pratique clinique. Cependant, à l�heure actuelle, l�évaluation du bénéfice 

apporté par les MP dans l�identification des sujets à risque vasculaire ou dans le suivi 

thérapeutique est limitée par un manque de standardisation des méthodologies.  

 Parmi les différentes technologies disponibles, la CMF est la plus largement utilisée. 

Cependant les données de la littérature sont difficiles à comparer en raison de l�hétérogénéité 

des protocoles en termes de réglage des instruments et de leur sensibilité respective. Par 

exemple, les valeurs de MPP pour les individus sains varient de 100-4000 MPP/µl.  

 Le paramètre le plus approprié pour l�analyse des MP par CMF est le forward scatter 

(FS). Cependant, l�identification des MP sur la base de leur taille relative en utilisant ce 

paramètre est restreinte par la limite de sensibilité des appareils. Même si les cytomètres de 

dernière génération ont une limite de détection inférieure à 500 nm, la mesure à ce niveau de 

sensibilité demeure incertaine en pratique courante. Dans ces conditions extrêmes 

d�utilisation de la CMF pour la numération des MP, la limite de résolution du FS entre les 

MP et le bruit de fond dépend de l�ajustement fin de l�optique et de la propreté du système 

fluidique et optique du cytomètre. Elle peut donc varier avec le temps en fonction des 
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maintenances effectuées sur chaque appareil, et donc, être différente entre plusieurs 

plateformes de CMF. Des outils et des stratégies sont donc nécessaires pour définir et 

contrôler de manière reproductible la limite inférieure d�analyse des MP sur le paramètre FS 

afin de numérer les MP de façon standardisée.  

 Dans ce but, un mélange de plusieurs billes fluorescentes appelé Mégamix, a été 

développé par la compagnie BioCytex (Marseille, France). Il est constitué de billes 

fluorescentes calibrées en taille de 0,5 et 0,9 µm dont la formulation respecte un ratio précis 

de 2 : 1 respectivement. La bille de 0,9 µm aide à placer la limite supérieure de la région 

d�analyse des MP ; La bille de 0,5 µm aide à régler de manière standardisée le seuil FS et 

donc la limite inférieure de la fenêtre MP. La valeur médiane de la bille 0,5 µm est choisie 

comme cible. Ceci est facilement obtenu en utilisant le ratio intrinsèque des billes 0,5/0,9 µm 

de 2 : 1 et en incluant toujours le même pourcentage de bille 0,5 µm (50%) dans l�analyse. 

Cette stratégie de calibration par un ratio de bille permet un contrôle à long terme du 

protocole de mesure des MP par CMF et d�obtenir des comptes reproductibles de MP dans le 

temps. Nous avons démontrée son efficacité sur des comptes de MPP sur un cytomètre 

Cytomics FC500 (Beckman Coulter). En utilisant cette stratégie, les réglages optimums ont 

facilement été transférés entre 3 instruments de même type et des comptes similaires ont été 

obtenus entre les cytomètres (Annexe5)
517

.     

    A la suite de ce travail, trois sous-comités de standardisation de l�ISTH (Biologie 

vasculaire, Hémostase et Cancer et DIC) ont initié un projet ayant pour objectif la 

standardisation des MP par CMF. Dans ce cadre, nous avons organisé un premier atelier 

collaboratif international ayant pour objectif, de définir la reproductibilité inter-instrument 

des numérations de MPP dans le plasma humain en appliquant la stratégie Mégamix 

précédemment décrite. 

Nous avons donc posé l�hypothèse qu�une stratégie de standardisation utilisant 

des billes fluorescentes calibrées en tailles (Mégamix) permettait d�obtenir des 

numérations des MPP reproductibles entre les différents cytomètres et opérateurs.

Cette étude a fédéré 40 laboratoires internationaux, soit 59 cytomètres, composés de marques  

et de générations différentes. Elle s�est déroulée en 2 phases : L�objectif de la phase initiale 

était de vérifier si les instruments utilisés pour la numération des MPP montraient les 

performances requises pour l�utilisation des billes fluorescentes. Dans cette phase A, les 
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laboratoires participant ont reçu les billes Mégamix avec lesquelles ils ont réglé sur leurs 

cytomètres le protocole pré-défini et l�ont validé. Basé sur les performances de résolution sur 

le paramètre FS et le niveau de bruit de fond, les instruments testés ont été acceptés ou rejetés 

pour la phase B. Dans la phase B, les laboratoires sélectionnés (n=29) ont reçu des aliquotes 

de plasma humain dépourvus de plaquettes correspondant à trois niveaux de MPP. Ces 

échantillons ont été analysés avec les instruments précédemment validés, sur le protocole 

établi avec les billes Mégamix et en utilisant des réactifs communs. Toutes les données brutes 

ont ensuite été ré-analysées par notre laboratoire.  

 Les résultats de ce travail ont montré qu�il était possible de définir les performances 

de la CMF en termes de résolution du FS et de bruit de fond quel que soit le type 

d�instrument en utilisant les billes Mégamix. Ces billes de calibration représentent un outil 

efficace pour standardiser la mesure de MPP, dont le coefficient de variation se situe entre 10 

et 20% sur les cytomètres qui mesurent le paramètre FS avec un angle relativement large (1-

19º) comme les instruments de type Beckman Coulter. Cette stratégie s�est cependant révélée 

inapplicable sans modifications substantielles sur des instruments mesurant le paramètre FS 

avec un angle plus réduit (1-8º Becton-Dickinson). 

   

�
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Microparticles (MPs) are sub-micrometer sized vesicles re-

leased from cell membranes in response to activation or

apoptosis [1]. MPs originating from several cell sources have

been described in human plasma. Among them, platelet-

derivedMPs (PMPs) are believed to account for themajority of

circulating MPs in healthy subjects [2]. Their levels are

increased in several prothrombotic and inflammatory disorders

[1]. In these clinical settings, PMP counts may be useful for

identifying patients at risk for vascular disorders and for

monitoring response to treatment [3]. However, their clinical

use is not fully established, because standardized methodolo-

gies for PMP counting are lacking.

A previous International Society on Thrombosis and

Haemostasis (ISTH) Vascular Biology Subcommittee survey

indicated that approximately 75% of laboratories use flow

cytometry (FCM) to enumerate MPs in clinical samples.

However, a wide variety of preanalytic variables and analytic

variables have been reported in the literature, resulting in a

wide range of PMP values in platelet-free plasma (PFP) of

healthy subjects (100–4000 PMPs lL–1). This lack of consen-

sus stresses the need for standardization [4].

Three ISTH Scientific and Standardization Subcommittees

(SSC Vascular Biology, DIC, and Haemostasis &Malignancy)

have initiated a project aimed at standardizing the enumeration

of cellularMPs by FCM.Afirstcollaborative workshopwas set

up, to: first, establish the resolution and the level of background

noise of the flow cytometers currently used in laboratories with

respect to the strategy requirements; and second, define the

interinstrument reproducibility of PMP enumeration in human

plasma. This strategy was based on the use of fluorescent

calibrated sub-micrometer beads (Megamix beads; BioCytex,

Marseille, France), which allow the window of MP analysis to

be reproducibly set [5].

The study included 40 laboratories accounting for 59 flow

cytometers, and was performed in two stages (Fig. S1): in

stage A, participating laboratories received Megamix beads

and were asked to set up the FCM protocol and to validate an

instrument protocol adapted from a previously described

method [5]. On the basis of forward scatter (FS)/FS channeling

(FSC) resolution and background characteristics, stage A

results led to acceptance or rejection of the tested instruments,

with some time being allowed for technical intervention in

order to improve any deficient performance. In stage B,

selected laboratories received PFP samples prepared as frozen

aliquots by the core laboratory, and were asked to analyze

them with the previously validated instrument(s), common

reagents, and the FCM protocol established in stage A. A

detailed description of the methodology is available in the

Supporting Information (Data S1).

The purpose of this initial phase was to check whether the

instrument to be used to enumerate PMPs demonstrated the

required performance with a blend of fluorescent beads with

well-known sizes and relative amounts. The instruments were

validated on the basis of their capacity to discriminate between

0.5-lm and 0.9-lm Megamix beads using the FS/FSC param-

eter, as well as their background noise. Instruments detecting

< 0.1% of fluorescent bead events among total events were

rejected, because such a level of background may impede the

electronics functions and induce amajor loss of events owing to

coincidences and electronic aborts (Fig. S2A,B). Analysis of

the results demonstrated that instruments were heterogeneous

with respect to FS/FSC resolution and background noise.

Furthermore, the level of performance could vary over time

(Fig. S2C). Some of the parameters affecting FS/FSC resolu-

tion were identified with Megamix beads. Among them, FS/

FSC gain, FS/FSCmode, neutral density (intensity scavenging)
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filters, flow rate and osmolarity of the Megamix suspension

proved to be important (Fig. S3). Megamix bead analysis

allowed easy optimization of these parameters.

Finally, among 59 registered instruments from 40 candidate

laboratories, 49 were tested, and 33 (67%) from 29 laboratories

were ultimately validated (Fig. 1A). As expected, a higher

validation rate was obtained with instruments of later gener-

ations [Gallios fromBeckman Coulter (BC),Miami, FL, USA;

LSRII fromBectonDickinson (BD), Franklin Lake, NJ, USA;

FC500 from BC; FACSCantoII from BD] than with instru-

ments of older generations (FACSCalibur from BD;

EPICS XL from BC): 84% vs. 35%, respectively. However,

as shown in Fig. 1B, some of the most sophisticated instru-

ments failed to qualify [FACSCantoII (1/10), LSRII (1/5), and

FC500 (2/10)]. Conversely, some instruments of older gener-

ations reached the required criteria, as seen with EPICS XL (4/

6) and FACSCalibur (2/8). This outcome shows that instru-

ment response related to the FS/FSC parameter is highly

variable, and depends on the status of an individual instrument,

which needs to be recalibrated on a regular basis.

To avoid any preanalytic-linked variability, the core labo-

ratory prepared and validated PFP samples (Fig. S4). All

participants received six PFP aliquots from three different

samples accounting for three different PMP levels (low,

medium and high). PMPs were enumerated on validated

instruments, with common reagents and the same FCM

protocol that was previously calibrated with Megamix beads.

The analyses obtained from 22 instruments (11 BC and 11

BD) are shown in Fig. 1C,E. As illustrated in Fig. 1D,

interlaboratory reproducibilities of 30% (low), 15% (medium)

and 17% (high) were found among BC instruments with

Megamix beads, whereas highly dispersed values were reported

with BD instruments (Fig. 1E): ) 24%, coefficient of variation

(CV) = 78% (low); ) 60%, CV = 87% (medium); and

) 66%, CV = 91% (high).

A potential explanation for such a discrepancy between the

two types of instrument was suggested by the observation of

the location of the PMP population on the standardized size-

related window of analysis. As shown in representative

examples (Fig. S5A), the PMP population was located inside

the MP gate defined by the Megamix beads for BC instru-

ments, whereas it varied from being partly inside to entirely

outside the MP gate on all BD instruments (Fig. S5B,C).

Interestingly, as illustrated in Fig. 1F, when listmode files were

reanalyzed without setting an upper limit on the MP gate with

three BD instruments (no. 12, FACSCalibur; no. 18, FAC-

SCantoII; and no. 22, LSRII), a similar range of PMP values

as determined by BC instruments was apparent. Taken

together, these findings showed that PMP concentrations

appeared to be consistent among instruments that measure the

FS parameter with a relatively wide solid angle (1–19°,

Beckman-Coulter; hereafter referred to as Ôwide FS platformsÕ).

However, at present, this strategy could not be applied without

substantial modifications for instruments with FSC signals

collected with a lower solid angle (1–8°, Becton-Dickinson; so-

called Ôlow FS platformsÕ). These discrepancies between BD

and BC intruments are also consistent with the notion that size-

related information derived from plastic beads and that derived

from biological particles are not comparable.

To conclude, these data indicate that standardization of

PMP enumeration by FCM is feasible but is dependent on

intrinsic characteristics of both the flow cytometer and the

calibration strategy. Calibrated beads such as Megamix are

useful standards that allow instrument qualification and

follow-up. However, they do not constitute a universal

biological standard for PMP enumeration. At present, this

strategy has proved to be applicable for instruments that

measure the FS parameter with Ôwide FS platformsÕ.

Moreover, additional questions are raised by this study. Is it

adequate to focus only on MPs larger than about half a

micrometer in size? If so, how representative is this Ôvisible part

of theMP icebergÕ for the clinically relevant biomarkers that we

are seeking? Can we look forward to a newer generation or

types of flow cytometer (or alternative technologies with similar

immunologic capabilities) that would allow enumeration and

characterization of particles of smaller sizes? Finally, a critical,

but so far unaddressed, area is the impact of preanalytic

conditions onMP enumeration. These questions constitute the

basis for future SSC workshops.
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Supporting Information

Additional Supporting Informationmay be found in the online

version of this article:

Data S1. Supplemental materials and methods.

Fig. S1. Design of the study.

Fig. S2. Resolution and background noise heterogeneity.

Fig. S3. Parameters affecting forward scatter (FS)/FS

channeling (FSC) resolution.

Fig. 1. Instrument validation (stage A) (A) Histogram showing the number of flow cytometers and laboratories that were registered in the workshop

(black bars), were tested (light gray bars), and were validated (dark gray bars). (B) Histogram showing the number of flow cytometers that were registered

in the workshop (black bars), were tested (light gray bars), and were validated (dark gray bars), according to their type, classified from newest to oldest

generation. (C–F) Interlaboratory reproducibility (stage B). (C) Platelet-derived microparticle (PMP) levels obtained for the three tested platelet-free

plasmas (PFP) (diamonds, low; squares, medium; triangles, high) for each validated Beckman Coulter (BC) instrument. (D) Histogram showing the

interlaboratory reproducibility obtained for the three PFPs with BC instruments. (E) PMP levels obtained for the three PFPs (diamonds, low; squares,

medium; triangles, high) for each validated BectonDickinson (BD) instrument. (F) PMP levels for the three tested PFPs (diamonds, low; squares, medium;

triangles, high) before and after removing the upper limit on the microparticle (MP) gate on three selected BD instruments. CV, coefficient of variation.
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Fig. S4. Interaliquot variability.

Fig. S5. Platelet-derived microparticle (PMP) location on the

standardized size-related window of analysis between Becton

Dickinson (BD) and Beckman Coulter (BC) instruments.

Please note:Wiley-Blackwell are not responsible for the content

or functionality of any supporting materials supplied by the

authors. Any queries (other than missing material) should be

directed to the corresponding author for the article.
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Supplemental materials and methods 

Cytometers 

The study included 40 laboratories from 14 different countries, accounting for 59 

cytometers. The tested instruments included 2 FACScan, 11 FACSCalibur, 2 FACSVantage, 

3 FACSAria, 14 FACSCanto, and 6 LSRII from Becton-Dickinson (BD, Franklin lakes, NJ, 

US) and 1 EPICS Elite, 6 EPICS XL, 2 Cyan, 10 FC500 and 2 Gallios from Beckman-

Coulter (BC, Miami, FL, US). 

Reagents 

 Megamix™ beads were provided by BioCytex (Marseille, France) to all participants. The 

common flow cytometry reagents for platelet-derived microparticle (PMP) staining were 

Annexin V FITC (fluorescein) (from AnnV/7AAD kit, Beckman Coulter), CD41-PE 

(phycoerythrin) (clone PL2-49) together with its concentration-matched isotype control 

IgG1-PE (clone 2DNP-2H11/2H12) from BioCytex and Flow-Count® beads (Beckman-

Coulter) for absolute counting.  

Platelet-Free Plasma preparation 

PFP (Platelet Free Plasma) was prepared using serial centrifugations (15 min at 1,500g, 

followed by 2 min at 13,000g) of a 400 ml unit of fresh whole blood donated by a single 

healthy donor at the Blood Bank in Marseille. Aliquots of 100 µl were frozen in coloured 

Eppendorf tubes and stored at -80ºC until use. Three PMP levels (low, med and high) were 

generated by applying variable pre-analytical conditions. Time delay between blood 

collection and the first centrifugation was 3h for med level and 6h for high level. Low level 

was obtained after 4 freeze/thaw cycles. Six aliquots of each level were provided to 



participating labs for each validated instrument. Inter-aliquot reproducibility was evaluated 

after one freezing/thawing cycle, and stability over time of the three levels was regularly 

checked on the same instrument during the study. 

Flow cytometry protocol for stage A 

In order to evaluate the quality of FS(C) (Forward Scatter (Channel)) resolution of the 

cytometers using Megamix™ beads, the following protocol was designed: (a) Flow 

cytometry (FCM) analysis was set with a discriminator (also called threshold) on FL1 

fluorescence detector (FITCdetection channel) fluorescence in order to focus FCM analysis 

only on the Megamix fluorescent beads, and thus avoid any background originating from all 

other non fluorescent particles; (b) bead singlets (3/0.9/0.5 µm) were selected on FL1 x 

SS(C) (Side scatter (Channel)) cytograms; and (c) instrument resolution (ability to 

discriminate between 0.5 and 0.9 µm beads) was checked on the FS(C) histogram as well as 

dual scatter plots (FS(C) x SS(C)) gated on submicron beads.  

To check whether background level was acceptable in these conditions, threshold was 

switched to the FS/FSC-H parameter and the FS/FSC settings (threshold, gains) were 

adjusted until the 0.5 µm bead peak represented ~50% (range 48% - 52%) of the total sub-

micron beads. Due to the initial intrinsic 2:1 ratio of the 0.5 �m and 0.9 �m beads in 

Megamix, this setting corresponds to a cut centered at the median of the 0.5 �m beads 

histogram and thus positioned at the level of their nominal size. 



FCM protocol for stage B 

To enumerate PMP in PFP aliquots prepared by the core center, participating laboratories 

were instructed to use the protocol established in stage A with the following exception: BD 

instrument users were asked to modify the protocol in order to reduce the high background 

noise generally observed in standard conditions. Thus, a combined size-related threshold was 

triggered on both the FSC-H and SSC-H parameters rather than the FS threshold alone as 

recommended for BC instruments. SSC PMTv (photomultiplier voltage) was increased so 

that 0.9 µm beads reached 4x10e3 a.u. (arbitrary units) in a 5.5 decade log scale, while SSC 

threshold was set at the minimum possible value (200 a.u.). Based on previous tests on BD 

FACSCanto II and feedback from participating labs, this setting had seemed compatible with 

detection of all PMP seen in FC500  using the FS threshold alone. 

On all instruments, FS/FSC threshold was set in order to reach 50% for the 0.5 µm beads just 

before PFP analysis. A rectangular dual scatter gate to measure MP was created with an 

upper limit defined by the tangents to an elliptical autogate set on 0.9 µm beads and the lower 

limit by the FS/FSC threshold. PMP were analysed in a dual fluorescence cytogram 

(FL1xFL2) gated on the MP scatter gate.  

For each PFP level, 3 tubes were prepared. 30 µl of PFP was incubated with (a) 10 µL CD41-

PE + 10 µL AnnV-FITC (diluted with PBS (phosphate buffered saline) without Ca²+), (b) 10 

µL IgG1-PE + 10 µL AnnV-FITC (diluted with Annexin kit Binding Buffer – BB), (c) 10 µL 

CD41-PE + 10 µL AnnV-FITC (diluted with BB). Incubation time was 30 min at room 

temperature with samples protected from light. Each stained tube was run in the standardized 

protocol (time stop set to 1 mn; low flow-rate), with a maximum delay of 30 min after the 

end of staining. Compensation was adjusted using tubes a and b. PMP were defined as 



AnnV+/CD41+ events. Absolute values were determined using counting beads (Flow-Count, 

Beckman-Coulter) as previously described (21). 

File transfer and re-analysis 

Results of the analysis and all LMD (listmode) files corresponding to the Megamix analysis 

(Fluorescence and Scatter Threshold) and the PFP analysis (for each level) were sent to the 

core laboratory in fcs (flow cytometry standard) 2.0 or fcs 3.0 FCM standard format. Files 

were re-analyzed using FCS express software (De Novo software, LA, CA, USA). For 

comparison of the PMP counts and calculation of inter-laboratory variability, either a single 

value or the mean of all sent values when several replicates (up to 6) were sent, was used. 

Statistical analysis 

All data were analyzed with GRAPH PAD PRISM software v.4.0. (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA).�For reproducibility studies, data were expressed as mean ± standard 

deviation (SD). The coefficient of variation (CV, %) was calculated as 100 · SD/mean. 

Grubb’s test was applied to detect outliers in the dataset of intra-instrument reproducibility. 

�

�

�

Supplemental figures (legend) 

Supplemental figure 1 

Design of the study. FCM: Flow cytometry, SSC ISTH: standardization subcommittees of the 

International Society on Thrombosis and Haemostasis.   



Supplemental figure 2 

Resolution and background noise heterogeneity; representative graphs of FC500 and 

FACSCanto II cytometers. A; FS/FSC resolution heterogeneity in the capacity to discriminate 

between 0.5 and 0.9 µm beads. Left panel: FS(C)/SS(C) scattergrams of the 0.5 and 0.9 �m 

beads. Right panel: FS(C) histograms of the 0.5 and 0.9 �m beads. Threshold is set on FL1 B; 

FS/FSC background noise heterogeneity. FS(C)/SS(C) scattergrams of the 0.5 and 0.9 �m 

beads. Threshold is set on FS(C) C; Variation over a 2 year period of a FC500 cytometer 

performance. Upper panel: FS(C) histograms of the 0.5 and 0.9 �m beads with threshold on 

FL1 showing the resolution between the two beads over time. Lower panel: FS(C)/SS(C) 

scattergrams of the 0.5 and 0.9 �m beads with threshold on FS(C) showing the background 

noise over-time. 

Supplemental figure 3 

Parameters affecting FS/FSC resolution; A. FS/FSC gain.  Increasing the FS gain provided 

improved resolution due to a higher number of measurement channels per decade in the upper 

decades. B. FS/FSC mode. During FSC signal treatment on FACS instruments that provide a 

choice, use of signal height (FSC-H) parameter provided better resolution than signal area 

(FSC-A). C. Neutral density (light reducing) filters. On a FACSAria, FSC signal absorption 

due to the involuntary use of a neutral density filter impeded measurement of small particles. 

D. Flow rate. With all cytometers, a low flow rate gave the best results compared to a higher 

speed option E. Osmolarity of the Megamix suspension. On BD instruments, Megamix low 

osmolarity seemed to influence resolution. In some cases, dilution 1:2 in salted buffer/sheath 

fluid produced improved instrument performance in some cases. 



Supplemental figure 4 

Inter-aliquot variability; A. Inter-aliquot reproducibility after one freeze/thaw cycle using the 

same cytometer, reagents, methodology and operator for the three levels of PMP including 

inter-run variability of the cytometer on a core lab instrument (FC500). B. Stability of frozen 

aliquots over time on a FC500.  C. Stability of frozen aliquots over-time on a FACSCanto II.  

D. Overall variability (mean and range values) inter-aliquots including data obtained on 

13/14 cytometers with 2 to 6 PMP enumerations each.   

Supplemental figure 5 

PMP location on the standardized size-related window of analysis between BD and BC 

instruments. A. EPICS XL.  B. FACSCanto a.  C. FACSCanto b.�
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ARTICLE 5 

Overcoming limitations of microparticle measurement by flow cytometry. 
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Le CMF est à l�heure actuelle la technique la plus utilisée pour la mesure des MP 

circulantes grâce à sa capacité d�analyse multiparamétrique de très haut débit de chaque MP 

individuelle. Cependant cette méthodologie présente également des limites qui expliquent 

que les cytomètres utilisés jusqu�à présent ne mesurent qu�une partie des MP (celles de 

grosse taille). Ces limites peuvent être de trois ordres : une difficulté à détecter les 

évènements de faible antigénicité, un comptage absolu des MP couteux et sujet à variations et 

une difficulté à détecter des évènements de faible taille (inférieure à 0.5µm).  

 L�objectif de cette revue a été de discuter des limites actuelles de la cytométrie en 

flux et de faire un état des lieux des stratégies ou améliorations technologiques 

permettant de dépasser ces limites.  

Cette revue est focalisée sur les étapes analytiques de la mesure de MP par CMF et 

exclue les étapes pré-analytiques pourtant source majeure de variabilité et de potentiels 

artéfacts. Après une courte revue des méthodologies disponibles, elle se concentre sur les 

limites de la CMF qui relèvent de différentes problématiques : 1/la détermination de la taille, 

2/ le marquage, 3/la numération absolue. Cette revue couvre également les diverses stratégies 

de standardisation et les améliorations technologiques proposées pour dépasser ces limites.  
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 Des stratégies originales de calibration et les récents progrès de l�instrumentation 

ouvrent de nouvelles voies pour permettre la détection des MP de plus petites tailles, 

jusqu�alors irréalisable, avec les cytomètres de dernière génération. Une optimisation 

significative de la détection des MP est aussi attendue de l�utilisation de nouveaux marqueurs 

fluorescents et de l�établissement de recommandations pratiques. Enfin le comptage absolu 

des MP va bénéficier également de stratégies adaptées basées sur des billes de comptage et de 

la généralisation des systèmes volumétriques. De façon globale, les récentes améliorations 

technologiques permettent à la CMF de rester hautement compétitive pour la mesure des MP. 

Le réel impact de ces améliorations pour la pratique clinique reste à démontrer dans des 

situations pathologiques. 

 Le contenu de ce manuscrit dépasse largement le cadre d�une simple revue de la 

littérature. Il contient de nombreux éléments et synthèses, fruits de plusieurs années 

d�expérience propre à notre laboratoire, de dialogues étroits avec les acteurs industriels et 

académiques de ce domaine et d�une prospection active amenant à une expertise directe des 

innovations proposées dans cette application. Ce travail est également le fruit d�une aventure 

humaine au sens figuré comme au sens propre quand il s�agit d�aller faire dans la même 

journée 1200 km de voiture dont 50 km avec des chaines dans les neiges de l�hiver pyrénéen 

pour expertiser un nouveau cytomètre. Ceci justifie donc pleinement la place de cette revue 

dans la partie travail personnel de cette thèse.
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DISCUSSION-PERSPECTIVES 

 Dans la première partie de ce travail, nous avons identifié les MPE comme nouveaux 

acteurs dans le système d'activation du plasminogène, une facette jusqu�alors inconnue parmi 

les différentes réponses biologiques impliquant les MP dans le contrôle de l'homéostasie 

vasculaire. Notre travail de thèse a été le premier à démontrer les mécanismes moléculaires 

responsables de la génération de plasmine dépendante du système uPA-uPAR à la surface des 

MP générées à partir d�une lignée endothéliale. Nous avons ensuite établi la preuve de 

concept in vivo de cette nouvelle propriété des MP en montrant qu�une génération de 

plasmine était détectable à la surface des MP circulantes de patients atteints d�athérosclérose, 

de lupus ou de PTT. Nous avons identifié les activateurs responsables de cette propriété in 

vivo en démontrant la présence d�urokinase (uPA/uPAR) et/ou d�activateur tissulaire du 

plasminogène (t-PA) à la surface des MP issues des cellules sanguines circulantes et de 

cellules endothéliales primaires. A l�inverse de la génération de thrombine, cette activité est 

vectorisée par les MP endothéliales (MPE) et leucocytaires (MPL) mais absente sur les MP 

plaquettaires et érythrocytaires. Par ailleurs, nos travaux ont contribué à mettre en lumière   

un nouveau mode d�activation du plasminogène par communication croisée entre la surface 

des MP et  les surfaces cellulaires, la fibrine ou la matrice extracellulaire. 

  

Microparticules : Pourvoyeurs de surface catalytiques bioactives 

Les surfaces cellulaires ou matricielles sont des éléments clés dans la régulation de 

l�homéostasie vasculaire. Elles constituent le support des réactions moléculaires 

enzymatiques de la plupart des systèmes biologiques parmi lesquels la coagulation et la 

fibrinolyse. Par la colocalisation de récepteurs membranaires, elles assurent une probabilité 

de rencontre entre les divers éléments d�un même système et rendent accessibles les seuils 

énergétiques des réactions mises en jeu. Elles assurent ainsi une catalyse efficace, localisée et 

contrôlée permettant de générer les acteurs clés de systèmes protéolytiques comme ceux de la 

thrombine et de la plasmine.  

 La vésiculation cellulaire par activation ou par apoptose, multiplie la disponibilité des 

surfaces d�origine et donc la possibilité d�assemblages bioactifs dans la circulation ou les 

tissus. Si une telle implication des MP avait parfaitement été démontrée pour la constitution 
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des complexes tenase et prothrombinasique responsables de la génération de thrombine, 

l�assemblage des complexes aboutissant à la génération de plasmine n�avait pas été démontré 

dans le système vasculaire. L�existence au préalable d�un certain nombre de travaux montrant 

la présence de certains acteurs protéolytiques fonctionnels (uPAR, PAI-1, MMP) sur des MP 

d�origine tumorale doit toutefois être rappelée. Les MP possèdent à la fois des récepteurs 

pour les activateurs (u-PAR) et le plasminogène lui-même (Lys C term de l��-énolase) 

permettant la formation du complexe moléculaire nécessaire à la génération de plasmine. 

L�importance de la surface des MP est montrée par l�inhibition de la génération de plasmine 

lorsque le plasminogène ne peut plus s�y fixer en cas d�inhibition de ces sites de fixation par 

la CpB ou des LBS des K1 et K4 du plasminogène par l��-ACA. La surface des MP constitue 

également un système de protection pour la fraction de plasmine qui reste fixée contre les 

inhibiteurs de la phase soluble comme l��2-AP. La génération de plasmine à la surface des 

MP est donc efficace. Nous avons également montré que la majorité des récepteurs uPAR à la 

surface des MPE était libre. L�uPA exogène peut être captée par ces récepteurs ce qui 

amplifie  considérablement la génération de plasmine. Ces données suggèrent que de l�uPA 

sécrétée dans l�environnement local peut être transférée à la surface des MP. Ce mécanisme 

peut avoir des implications dans l�angiogenèse tumorale où la sécrétion d�uPA est 

importante. Ainsi les MP de cellules tumorales et les MPE pourraient participer à 

l�amplification des processus protéolytiques et à la dissémination métastatique. ��

 Ainsi, par rapport aux surfaces cellulaires activées et aux matrices (fibrine ou matrice 

extracellulaire), les MP constituent un support supplémentaire efficace et abondant pour la 

génération de plasmine. 

            Microparticules : Biovecteur protéolytique 

Les activateurs du plasminogène et la plasmine ainsi formée peuvent donc être 

vectorisés par les MP localement ou à distance. L�activité protéolytique des MP contribue 

ainsi au remodelage matriciel, de façon directe ou indirecte, par l�activation de MMP. Nous 

avons montré que cette génération de plasmine dépendante des MP module in vitro les 

propriétés angiogéniques des progéniteurs endothéliaux dans un test qui consiste à mesurer la 

formation de tube dans une matrice très dépendante des activités protéolytiques. Ainsi en 

présence de faible quantité de plasmine générée, la protéolyse limitée est suffisante pour 

faciliter la migration des progéniteurs endothéliaux et la formation des tubes vasculaires. En 
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présence d�une grande quantité d�activité protéolytique, la matrice est désorganisée, la 

migration cellulaire est perturbée et la formation de tube diminue. Dans ce modèle in vitro, 

ces observations sont consistantes avec les effets de la plasmine sur l�angiogenèse. Ainsi les 

MP par la vectorisation d�une activité protéolytique dépendante de la plasmine peuvent 

réguler la croissance vasculaire ; 

 Ce rôle  protéolytique  des MP est également relevant dans le remodelage matriciel au 

sein de la plaque d�athérosclérose. En effet, les MPE et MPL sont présentes en fortes 

concentrations dans la plaque d�athérosclérose
518

. Dans un travail en cours, nous avons 

formulé l�hypothèse que la génération de plasmine induite par ces concentrations élevées de 

MP pourrait induire un remodelage tissulaire de la plaque et ainsi concourir à sa 

déstabilisation. Nous montrons la présence des activateurs du plasminogène et d�une 

génération de plasmine à la surface de MP dans les plaques d�athérosclérose humaine 

prélevées par endartectomie par des techniques ELISA, de CMF, de tests de génération de 

plasmine colorimétrique et par zymographie. De manière intéressante ces MP ont la capacité 

de dégrader les composants de la plaque sur des tests de dégradation matricielle in vitro

(fibrine, fibronectine, laminine) et sur artère de rat désendothélialisé. L�activité 

plasminogénolytique des MP semble donc jouer un rôle dans les processus de remodelage 

vasculaire et détermine le caractère instable de la plaque d�athérome.  

 Comme nous l�avons montré, le système uPA-uPAR ne nécessite pas la présence de 

plasminogène sur la même surface que son activateur. La reconnaissance de ce système est 

strictement conformationnelle. Ainsi, l�uPA vectorisé par les MP pourra reconnaitre une 

molécule de plasminogène fixé sur une surface cellulaire (leucocytes, plaquettes) ou 

matricielle (fibrine, matrice extracellulaire) lors d�une réaction de croisée entre MP/cellules 

ou MP/matrice. Ainsi, les MP présentent dans le caillot activent potentiellement le 

plasminogène déposé sur  la fibrine ou sur  les plaquettes,  contribuant ainsi à la fibrinolyse. 

            La contribution réelle de la génération de plasmine dépendante des MP dans la 

fibrinolyse in vivo est inconnue à l�heure actuelle. Cette question constitue la suite de ce 

travail fondamental. Notre hypothèse est que par l�activité protéolytique vectorisée à la 

surface des MPE et MPL contribue efficacement à la lyse du caillot de fibrine. Ainsi, les 

prochaines étapes de notre travail sont de réaliser des études in vitro de lyse d�un caillot 

fluorescent par pesée, de mesurer de la libération de fluorescence et d�étudier la cinétique de 

rétraction du front de lyse par laser scanning confocal microscopy. L�impact des MPE et 

MPL sur la phase de décroissance d�un caillot par thrombo-élastogramme sera également 
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mesurée. Ces expériences seront complétées in vivo par l�évaluation de la contribution des 

MPE et MPL sur la fibrinolyse par microscopie intra-vitale dans un modèle de caillot induit 

par une blessure LASER. Cette technique, apprise lors d�un stage doctoral à Boston (nov 

2007- nov 2008), dans le laboratoire d�hémostase du Pr. B. Furie (Université d�Harvard) nous 

permettra de montrer le niveau d�implication des MP dans la fibrinolyse.      

 Microparticules : Biomarqueur fonctionnel  

  

 Nous avons montré que les MP d�origine endothéliale et leucocytaire supportent 

l�activité fibrinolytique dans la circulation humaine. Cette activité est non détectable en 

situation physiologique mais détectable et modulée en situations pathologiques 

cardiovasculaires et auto-immunes. Si ceci constitue la preuve de concept de cette activité in 

vivo, la signification d�une augmentation de la génération de plasmine dépendante des MP est 

actuellement inconnue. On peut noter que cette activité est extrêmement faible voire 

indétectable chez les sujets sains. En situation pathologique les niveaux détectés sont très 

variables dans une même pathologie.  Ils pourraient refléter une activation leuco-endothéliale 

et donc indirectement être en relation avec une situation inflammatoire ou à risque vasculaire. 

Ils pourraient également refléter une activation des systèmes coagulation/fibrinolyse en phase 

aiguë. En phase chronique, ils pourraient contribuer à un équilibre dans la balance 

hémostatique en réduisant le risque thrombotique. De manière intéressante cette activité est 

portée par des sous-populations de MP circulantes plus difficilement accessibles par les 

méthodologies de mesure actuelle comme la CMF. La mesure de cette activité apporte donc 

une information différente d�une simple numération de ces populations.  

 La mesure de cette activité plasminogénolytique des MP pourrait donc avoir un intérêt 

clinique de biomarqueur dans différents contextes pathologiques. Comprendre la relevance de 

cette nouvelle activité dans ces contextes pathologiques et transposer ces connaissance vers le 

développement de nouveaux outils diagnostics ou pronostics nécessite la maitrise d�une 

méthodologie fiable. Ce qui n�est pas totalement le cas à l�heure actuelle. En effet, les tests 

réalisés jusqu�à présent dépendent d�une étape de purification des MP par centrifugation et 

lavages dont le rendement ne saurait en aucun cas être parfaitement reproductible d�un 

patient à l�autre. 
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L�objectif principal est donc de développer un test pour la détection des MP associées 

à une activité protéolytique de type plasmine adaptée à la pratique de routine des laboratoires 

afin d�offrir un outil sensible et reproductible. Ce projet technologique se fait actuellement en 

collaboration étroite avec un industriel (Stago/BioCytex) dans le cadre d�une prise d�option 

sur le contrat de licence du brevet correspondant. Ceci constitue une première étape pour 

pouvoir déterminer l�intérêt de cette activité des MP en pathologie humaine. 

Dans la deuxième partie plus appliquée de notre travail, nous avons développé 

puis évalué une méthode de standardisation par billes fluorescentes calibrées en taille, pour la 

mesure des MP par CMF. Nous avons également évalué les différentes possibilités 

disponibles actuellement pour dépasser les limites actuelles de cette technologie dans cette 

application.   

 En effet, la volonté de porter les MP au stade d�un biomarqueur impose comme pré 

requis la maîtrise des paramètres pré-analytiques et analytiques. Ceci est associé à une mise 

au point de techniques de pointes performantes prenant en compte les spécificités physico-

biologiques de ces biomarqueurs cellulaires comme en particulier leur faible taille ou leur 

faible nombre dans l�échantillon biologique. La validation de leur intérêt en clinique 

nécessite une étape importante de standardisation à l�échelle internationale.  

  

Maîtrise de la phase analytique de la mesure des microparticules 

 Dans ce cadre, notre stratégie a été de développer un outil adapté aux limites actuelles 

de la cytométrie en flux qui permette de maîtriser les variations intra et inter-instruments. 

L�évaluation internationale de cet outil a montré que ces billes de calibration représentent un 

outil efficace pour standardiser la mesure de MPP sur les cytomètres qui mesurent le 

paramètre FS avec un angle relativement large (1-19º) comme les instruments de type 

Beckman Coulter. Cependant cette stratégie s�est cependant révélée inapplicable sans 

modifications substantielles sur des instruments mesurant le paramètre FS avec un angle plus 

réduit (1-8º Becton-Dickinson). Ceci est le reflet d�une grande variabilité entre les 

informations récoltées. En effet, la mesure du FS ne correspond pas exactement à la même 
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information entre des cytomètres de conception différente. Ainsi, le processus de 

standardisation se trouve limité. Cette différence de mesure entraine une différence de rapport 

entre la taille apparente des billes de latex et des MP entre les différents appareils. Une 

solution peut venir du développement de standard biologique de même nature que les MP qui 

permettraient de s�affranchir de ces différences. 

 Dans cette stratégie de standardisation, nous nous sommes limités aux performances 

de la plupart des cytomètres utilisés en routine. Ainsi la mesure est limitée aux MP de 

grandes tailles (supérieure à 0.5�m). Or la grande majorité des MP est de taille inférieure 

comme le confirme les techniques innovantes de microscopie et de DLS. Comme développé 

dans la revue, les récents progrès des performances de la CMF en terme de résolution ouvrent 

de nouvelles perspectives pour la mesure des MP de petites tailles jusqu�alors inaccessibles. 

Le bénéfice apporté par la mesure des MP de petites tailles par rapport à la méthodologie 

actuelle dans l�utilisation de ce biomarqueur en clinique doit être évalué. Une standardisation 

de cette nouvelle mesure devra être amorcée. 

 Les progrès réalisés en termes de résolution de taille déplacent les n�uds de la 

technologie vers la limite de résolution de fluorescence. En effet, du fait de leur petite taille, 

les MP ne génèrent souvent qu�un signal de faible intensité en CMF. Nous avons donc pour 

objectif de développer en collaboration avec l�industrie (Beckman Coulter, BioCytex) de 

nouveaux outils plus sensibles pour la détection des MP soit génériques soit spécifiques de 

sous populations. A partir des connaissances actuelles sur le phénomène de remodelage de la 

membrane plasmique des cellules mères, l�approche principale consiste à définir la 

probabilité de concentration d�une molécule à la surface des MP. Puis de valider cette 

hypothèse par des marquages optimisés sur des MP purifiées avant de l�appliquer au plasma 

humain. 

Maîtrise de la phase pré-analytique de la mesure des microparticules 

 L�étape pré-analytique dans le dosage des microparticules circulantes est une source 

importante d�artéfacts dans l�évaluation de l�intérêt clinique de ces biomarqueurs. Il n�existe 

pas de consensus dans ce domaine. Ce point n�a pas été développé dans ce travail. Toutefois, 

dans un travail en cours, nous évaluons l�impact des différents paramètres pré-analytiques sur 

la numération des MP circulantes par CMF et par des tests fonctionnels chez le sujet sain et 

en pathologie afin de proposer un protocole pré-analytique complet. Ce protocole de 



����

�

standardisation sera évalué par une étude internationale afin de servir de base à des 

recommandations.  

 La maîtrise des paramètres analytiques et pré-analytiques, étape indispensable du 

développement d�un biomarqueur, devrait permettre la mise en place d�études 

multicentriques pour évaluer et convaincre de l�intérêt des MP en clinique. 
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Tumor-Derived Tissue Factor–Bearing Microparticles Are Associated

With Venous Thromboembolic Events in Malignancy

Jeffrey I. Zwicker,1 Howard A. Liebman,3 Donna Neuberg,2 Romaric Lacroix,1

Kenneth A. Bauer,1 Barbara C. Furie,1 and Bruce Furie1

Abstract Purpose: Despite the strong association between malignant disease and thromboem-

bolic disorders, the molecular and cellular basis of this relationship remains uncertain.

We evaluated the hypothesis that tumor-derived tissue factor–bearing microparticles in

plasma contribute to cancer-associated thrombosis.

Experimental Design: We developed impedance-based flow cytometry to detect, quan-

titate, and size microparticles in platelet-poor plasma. We evaluated the number of tis-

sue factor–bearing microparticles in a cohort of cancer patients of different histologies

(N = 96) and conducted a case-control study of 30 cancer patients diagnosed with an

acute venous thromboembolic event (VTE) compared with 60 cancer patients of similar

age, stage, sex, and diagnosis without known VTE, as well as 22 patients with an idio-

pathic VTE.

Results: Tissue factor–bearing microparticles were detected in patients with advanced

malignancy, including two thirds of patients with pancreatic carcinoma. Elevated levels

of tissue factor–bearing microparticles were associated VTE in cancer patients (adjust-

ed odds ratio, 3.72; 95% confidence interval, 1.18-11.76; P = 0.01). In cancer patients

without VTE, a retrospective analysis revealed a 1-year cumulative incidence of VTE

of 34.8% in patients with tissue factor–bearing microparticles versus 0% in those with-

out detectable tissue factor–bearing microparticles (Gray test P = 0.002).The median

number of tissue factor–bearing microparticles in the cancer VTE cohort (7.1 × 104 mi-

croparticles/μL) was significantly greater than both the idiopathic VTE and cancer–no

VTE groups (P = 0.002 and P = 0.03, respectively). Pancreatectomy in three patients

eliminated or nearly eliminated these microparticles which coexpressed the epithelial

tumor antigen, MUC-1.

Conclusion: We conclude that tumor-derived tissue factor–bearing microparticles are

associated with VTE in cancer patients and may be central to the pathogenesis of

cancer-associated thrombosis. (Clin Cancer Res 2009;15(22):6830–40)

Thromboembolic disease is a recognized complication of can-
cer (1–8). Patients with cancer experience venous thromboem-
bolic events (VTE) at a rate four to seven times higher than that
of the general population (9). Although all tumor types are as-

sociated with thrombosis, glioblastoma and carcinomas of the

ovary and pancreas are consistently associated with the highest

incidence of VTE (10, 11). Despite the strong association be-

tween malignant disease and thromboembolic disorders, the

molecular and cellular basis of this relationship remains uncer-

tain. Hypotheses regarding the mechanism have included the

activation of blood coagulation by tissue factor in tumors

(12), a factor X–activating cysteine protease (13), mucinous gly-

coproteins (8), and MET oncogene activation (14). Laboratory

markers of coagulation activation are often elevated in patients

with cancer (15–21) but are of little clinical utility in assessing

individual risk for thrombosis.
Tissue factor, a receptor protein constitutively expressed on

the plasma membrane of most nonvascular cells and inducibly

expressed on monocytes and endothelial cells, initiates blood

coagulation in vivo (22). In addition to its expression in the ves-

sel wall, tissue factor is associated with cell-derived vesicles

in blood that bind to the developing thrombus and play a role

in fibrin propagation (23, 24). These vesicles, known as micro-

particles based on their submicron diameter, express protein

surface components from the parent cell from which they are
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derived. Monocyte-derived microparticles that express tissue

factor accumulate in the developing thrombus through the in-

teraction of P-selectin and PSGL-1, thus delivering tissue factor

to the site of vascular injury and facilitating fibrin propagation

(24). Microparticles derived from blood and vascular cells cir-

culate in the blood of normal subjects, and these populations

are altered qualitatively and quantitatively in specific disease

states (25–28). Tissue factor–bearing microparticles have been

observed in the plasma of cancer patients, and a possible role

for these microparticles in cancer-associated thrombosis has

beenproposed (29, 30). To evaluatewhether tissue factor–bearing

microparticles are a risk factor for and a possible cause of cancer-

associated thrombosis, we quantified tissue factor–bearing

microparticles in cancer patients using impedance-based flow

cytometry and analyzed their association with acute venous

thromboembolic disease. We show that impedance-based flow

cytometry allows identification and quantitation of tissue

factor–bearing microparticles, that most of these tissue factor–

bearing microparticles are tumor-derived, and that the presence

of detectable tissue factor–bearing microparticles is associated

with an increased risk of thromboembolic disease accompanying

malignant disease.

Materials and Methods

Materials. Humanized monoclonal antibody cH36 against human

tissue factor was the generous gift of Dr. Hing Wong (Altor Biosciences,

Miramar FL). Antibodies against MUC1 were generously provided by

Dr. Donald Kufe (Dana Farber Cancer Institute, Boston MA); these anti-

bodies were labeled with Alexa 488 using standard methods. ASPC-1,

a human pancreatic carcinoma cell line, was obtained from the

American Type Culture Collection. Goat anti-human Ig coupled to

Alexa 488 was obtained from Invitrogen, anti-CD41a-FITC antibody

and phycoerythrin-conjugated mouse anti-human monoclonal TF an-

tibody from BD Biosciences, and all other immunochemical reagents

from Sigma-Aldrich. Fluorescently labeled polystyrene microspheres

were purchased from Bangs Laboratories. These microspheres are

homogeneous with regard to size by 10%.

Generation of tissue factor–bearingmicroparticles via cell culture. ASPC-1

cells were incubated at 37°C in RPMI media for 72 h. The cells were re-

moved from conditioned media by centrifugation twice at 2,100× g. Ali-

quots (10 μL) of supernatant were labeled with (0.25 μg) humanized

anti–tissue factor monoclonal antibody cH36 and labeled with a goat

anti-human IgG-Alexa 488 antibody.

Flow cytometry analyses of platelets and platelet microparticles. Platelet-

rich plasma was centrifuged for 2 min at 2,100× g. A 40 μL aliquot of

plasma, containing both platelets and platelet microparticles, was incu-

bated with 0.125 μg of anti-CD41a-FITC antibody for 30 min. The

plasma samples were diluted 1:50 in NPE Iso-Diluent with 0.78-μm

polystyrene microspheres at a final concentration of 6,000/μL. Samples

were analyzed on a Beckman Coulter Quanta flow cytometer equipped

with a 40-μm flow cell, a Becton Dickinson LSRII flow cytometer, and a

Becton Dickinson FACSCalibur flow cytometer.

Impedance-based flow cytometry for the detection of microparticles. A

Quanta (NPE Systems) or Beckman Coulter SC Quanta flow cytometer

(Beckman Coulter) were used to measure particle size by impedance.

Both flow cytometry instruments required postmarket installation of

smaller flow cells (25 μm or 40 μm, respectively) to analyze particles

between 0.3 and 1.0 μm in diameter. A 0.5 μg aliquot of humanized

monoclonal antibody cH36 against human tissue factor or a purified

human IgG antibody control was added to platelet-poor plasma, and

the sample was incubated for 30 min at room temperature. Subse-

quently, a secondary goat anti-human IgG coupled to Alexa 488 was

added, and the sample was incubated for 30 min at room temperature.

An aliquot of the antibody-treated platelet-poor plasma (10 μL) was

diluted 1:100 into filtered NPE Iso-Diluent (Beckman-Coulter) and as-

sayed in triplicate in the Quanta flow cytometer. Microparticle concen-

tration, particle size, and particle fluorescence were recorded.

Fluorescent 0.78-μm microspheres were used for instrument calibra-

tion. The cell-free supernatant of ASPC-1 pancreatic cells containing tis-

sue factor–bearing microparticles served as positive controls. The lower

limit of detection of tissue factor–bearing microparticles at these dilu-

tions was estimated to be 1 × 104 microparticles per μL of plasma. Dual

label experiments were done using 5 μL of platelet-poor plasma and

0.05 μg phycoerythrin-conjugated mouse anti-human monoclonal tis-

sue factor antibody (BD Biosciences) and 0.5 μg mouse anti-human

MUC-1 monoclonal antibody labeled with Alexa 488 (Invitrogen).

Isotype-matched mouse IgG controls were similarly labeled.

Survey of patients with advanced malignancy for plasma tissue factor–

bearing microparticles. The plasma of cancer-free subjects and subjects

with surgically unresectable or metastatic cancer were assayed for tissue

factor–bearing microparticles. Malignancy diagnosis required histologic

documentation as well as radiographic evidence of disease. Cancer di-

agnoses included pancreatic carcinoma, non–small cell lung cancer,

ovarian carcinoma, colorectal cancer, and breast cancer. Cancer-free

controls were cancer-free by history, without a history of VTE, and could

not be taking warfarin for any indication.

Clinical trial to determine whether tissue factor–bearing microparticles

in cancer patients are more likely associated with those with thrombosis

than those free of thrombosis. Patients with an active malignancy

who presented with symptomatic proximal deep venous thrombosis

or pulmonary embolism were enrolled. A qualifying VTE required ra-

diographic evidence of proximal deep vein thrombosis by compression

ultrasound and/or a pulmonary embolism by high probability ventila-

tion/perfusion lung scan or computed tomography angiogram of the

pulmonary arteries. Patients who experienced a thrombotic event with-

in 30 d of a surgical procedure or following trauma were excluded.

The control population was a cohort of cancer patients without evi-

dence of venous thromboembolic disease in the previous 5 y, matched

for cancer diagnosis, cancer stage at time of blood draw (equal stage or

higher), age (within 10 y), and sex, with each cancer patient in the acute

VTE cohort. Two control patients were enrolled for each cancer patient

with acute venous thromboembolic disease. This provided a control

group with a similar distribution of diagnoses, age, and sex. Radiother-

apy or chemotherapy administered within 30 d prior to enrollment was

Translational Relevance

There is a clear association between cancer and

venous thromboembolic events, but the prognostic

risk factors and underlying mechanisms of this asso-

ciation are poorly understood. Procoagulant vesicles

expressing tissue factor, known as microparticles

based on their submicron diameter, are known to

propagate a fibrin clot in vivo and may be qualita-

tively or quantitatively altered in various disease

states. We describe the initial application of an

impedance-based flow cytometer to accurately char-

acterize these microparticles and show that tumor-

derived tissue factor–bearing microparticles are

associated with venous thromboembolic events in

cancer patients. Based on our observations, a ran-

domized clinical trial has been initiated to investigate

the benefit of primary thromboprophylaxis in cancer

patients with high levels of circulating tissue factor–

bearing microparticles.
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documented. For patients in the cancer–no VTE group, a retrospective

analysis was done to evaluate the incidence of VTE; all radiographic re-

ports for the cancer–no VTE group were analyzed by a reviewer blinded

to microparticle status. Only documented evidence of a new proximal

extremity deep vein thrombosis or pulmonary embolism was included

in the analysis. A third comparator group included patients who pre-

sented with an acute idiopathic symptomatic VTE. An idiopathic event

was defined as not occurring within 30 d of surgery or trauma and no

history of malignancy within the last 5 y. Patients with hereditary

thrombophilias were not specifically excluded.

All venipunctures were done within 72 h of initial diagnosis of acute

VTE. Blood anticoagulated in citrate buffer was centrifuged at 2,100× g

for 20 min twice to obtain platelet-poor plasma and stored at -80°C. All

study protocols were approved by the Human Investigation Review

Board at Beth Israel Deaconess Medical Center and the University of

Southern California prior to the enrollment of study subjects. All pa-

tients signed informed consent prior to laboratory testing and personal

health information was protected in accordance with Health Insurance

Portability and Accountability Act guidelines.

Statistical analysis. Based on our preliminary data that tissue factor–

bearing microparticles were measurable in patients with prothrombo-

tic malignancies (31), the study was powered to detect a difference of

40 percentage points between the percentage of individuals in the

cancer-VTE group versus the cancer–no VTE group who had measur-

able tissue factor–bearing microparticles. We anticipated enrollment of

a minimum of 21 patients with cancer–acute VTE with a 2:1 matched

enrollment of no VTE–cancer controls (n = 42) to achieve a statistical

power of 80% with a two-sided α level of 0.05%. Matching was im-

plemented to assure similar age, sex, and cancer diagnosis distribution

in the VTE and no-VTE groups; there was no plan to do a matched

analysis. We also anticipated comparing the cancer-VTE group with

an idiopathic VTE group, with planned enrollment of 21 patients with

acute idiopathic VTE. To account for this second comparison involv-

ing the cancer-VTE group, significance by Fisher's exact testing was

defined a priori as P ≤ 0.025.

The determination of significance between groups based on the pres-

ence or absence of detectable tissue factor–bearing microparticles was

done using Fisher's exact analysis. The odds ratio with 95% confidence

intervals for thrombotic risk attributable to tissue factor–bearing micro-

particles was calculated by logistic regression; stepwise logistic regres-

sion was used to identify factors that significantly contributed to

thromboembolic risk in addition to tissue factor–bearing microparti-

cles. Absolute differences in tissue factor–bearing microparticles were

analyzed by the Wilcoxon rank-sum test as the median values for the

cancer–no VTE control and idiopathic VTE groups fell within the unde-

tectable range. The incidence of VTE among cancer patients without VTE

at the time of blood sampling was estimated by the method of cumu-

lative incidence, identifying death without VTE as a competing risk;

only patients alive without VTE were censored. Differences in the time

to VTE using the cumulative incidence method were assessed by the

Gray test.

Results

To investigate whether tissue factor–bearing microparticles
are associated with VTE in cancer patients, we first evaluated
impedance-based flow cytometry as an accurate method for mi-
croparticle detection and subsequently carried out a series of
clinical investigations to establish a link between elevated tissue
factor–bearing microparticles and cancer-associated thrombosis
as outlined in Supplementary Fig. S1 (supplementary data).
We previously showed in a mouse model of thrombosis that

tissue factor–bearing microparticles accumulate in the develop-
ing thrombus in an interaction that is mediated by platelet
P-selectin and microparticle PSGL-1 (24). However, our efforts

to detect, quantitate, and size these tissue factor–bearing mi-
croparticles by light scattering using flow cytometry were lim-
ited by conventional methods. When particles are of the same
order of magnitude as the incident wavelength, the angular

Fig. 1. Analysis of fluorescent microspheres using impedance-based flow
cytometry. A, histogram of 0.52-μm polystyrene fluorescent microspheres
showing particle distribution as a function of particle size. B, dot plot of
particle diameter versus relative fluorescence for 0.52-μmmicrospheres.
Some aggregateswere observed.C, histograms generated bymeasurement
of electronic volumes of a mixed population of microspheres with
diameters of 0.78 μm (blue) and 1.01 μm (green) showing full resolution
of the two populations. Fluorescence was monitored at 488 nm.
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distribution of forward light scatter is not dependent on par-
ticle size (32, 33). Moreover, the sizing of particles by light
scatter is influenced by the refractive index, internal structure,
and presence of absorptive material on the particle surface. The
absolute sizing of cells or particles by flow cytometry is typical-
ly done by referencing the light scatter characteristics of a uni-
form population of sized beads, ignoring the fact that the
refractive index of polystyrene microspheres is much greater
than cellular membranes (33). These issues have been recog-
nized by others, but for lack of better alternatives, light scatter-
ing–based flow cytometry has remained a standard method for
microparticle detection and measurement.
Impedance-based flow cytometry: application to fluorescent

beads of defined size. For these reasons, we have explored a
novel method for identifying, sizing, and quantitating micro-
particles utilizing impedance-based flow cytometry. This sys-
tem, based on the Coulter principle, determines the electronic
volume of a particle based on the fact that the electronic vol-
ume is proportional to the change in the impedance associated
with the displacement of electrolyte in a flow cell by the particle
of interest. The system is calibrated using fluorescent polysty-
rene microspheres of uniform size. In the example shown, poly-

styrene microspheres 520 nm in diameter were monitored by
impedance-based flow cytometry. A dominant population with
a diameter of 520 nm is observed in the histogram (Fig. 1A) as
are smaller populations of microsphere aggregates. A plot of
fluorescence against particle size illustrates the size distribution
of fluorescently labeled microspheres (Fig. 1B). Using polysty-
rene microspheres of known concentration, analyses of solu-
tions containing these microspheres determined concentration
within 5% of the theoretical concentration value. The mean co-
efficient of variation for microspheres with a diameter of
0.78 μm included an electronic volume and fluorescence of
25.2% and 9.2%, respectively (n = 15). Populations of polysty-
rene microspheres of two sizes can be resolved from each other
based on their diameter, and independently quantitated (Fig. 1C).
To compare microsphere and microparticle sizing, we mea-

sured platelet microparticles, calibrated microspheres, and
platelets in human plasma both by impedance- and light
scatter–based flow cytometry. When characterized by forward
light scatter, there is poor size discrimination between platelets
and platelet microparticles (Fig. 2A and B). Furthermore, the
platelet population and the platelet microparticle population
overlap with the 0.78-μmmicrospheres. Using impedance-based

Fig. 2. Particle size comparisons. Platelet microparticles, platelets, and 0.78-μm fluorescent microspheres were analyzed using impedance-based and light
scatter–based flow cytometry (top). Platelets were removed by centrifugation; platelet microparticles and 0.78-μm microspheres alone were detected
(bottom). A, light scatter flow cytometry with Becton Dickinson FACSCalibur. Platelets (blue) and platelet microparticles (black) were partially resolved, and
both overlap with 0.78-μm microspheres (red). The platelet microparticles appear within the tail of the platelet population (x-axis, forward scatter, y-axis,
fluorescence). B, light scatter flow cytometry with the Becton Dickinson LSRII. Platelets (blue) and platelet microparticles (black) were partially resolved,
and both overlap with the population of 0.78-μm microspheres (red; X-axis, forward scatter, Y-axis, fluorescence). C, impedance-based flow cytometry.
Platelets (blue) and platelet microparticles (black) were resolved (X-axis, diameter; Y-axis, fluorescence), and can be compared with the 0.78-μm
microspheres (red). Platelets and platelet microparticles were labeled with CD41a-FITC antibody. Platelets (blue), platelet microparticles (blue), and platelet
microparticles (black). Dot plots depict events accumulated over 30 s.
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flow cytometry, the dot plot of the diameter versus fluorescence
showed a platelet microparticle population measuring less than
the 0.78-μm microspheres that is completely resolved from the
population of platelets (Fig. 2C).
Impedance-based flow cytometry: application for detection of

tissue factor–bearing microparticles. Dvorak et al. has previ-

ously shown that procoagulant microvesicles are released
from malignant cells in culture (34). Based on this observa-

tion, we examined conditioned media from ASPC-1 pancreat-
ic cells in culture for the presence of tissue factor–bearing

microparticles. Using a monoclonal antibody specific for hu-
man tissue factor and a FITC-labeled secondary antibody di-

rected against the anti–tissue factor antibody, tissue factor–
bearing microparticles were detected, sized, and quantitated

by impedance-based flow cytometry (Fig. 3A). Tissue factor–
bearing microparticles derived from the ASPC-1 pancreatic cells

varied in size from about 800 nm to 300 nm. As a control, puri-
fied human IgG was used in place of the anti–tissue factor anti-

body (Fig. 3B).
Tissue factor–bearing microparticles in cancer patients. To de-

termine whether tissue factor–bearing microparticles could be
detected and quantitated in platelet-poor plasma from cancer
patients, blood samples were obtained from patients with ad-
vanced disease for an initial survey. Four histograms from the
analysis of samples from patients with metastatic breast carci-
noma, non–small cell lung carcinoma, and pancreatic carcino-
ma are shown. Tissue factor–bearing microparticles were
detected in these four samples, and the microparticle size varied
from 0.30 μm to 0.75 μm, with a median value of about 0.40 to
0.45 μm (Fig. 4A).
Blood samples were randomly collected from a variety of

cancer patients as well as a cohort of cancer-free controls to
provide preliminary information concerning the prevalence of
tissue factor–bearing microparticles in these disorders. These
data were subsequently used to adequately power a case-
control study. All cancer patients had metastatic or locally
advanced disease whereas the control population was cancer
free by history. Tissue factor–bearing microparticles were de-
tected in the platelet-poor plasma of subjects in all categories
(Fig. 4B). Tissue factor–bearing microparticles were detected in
68% of patients with pancreatic cancer, seven of whom had pre-
viously incurred a VTE. About half of the patients withmetastatic
ovarian carcinoma, breast carcinoma, and colorectal carcinoma
had detectable tissue factor–bearing microparticles. The concen-
tration of tissue factor–bearing microparticles varied from
20,000 to 10 million per μL, with the lower limits of detection
at 10,000 microparticles/μL. Tissue factor–bearing microparti-
cles were detectable in significantly fewer cancer-free controls
and patients with non–small cell lung carcinoma compared with
patients with advanced pancreatic cancer (P < 0.001) or colorec-
tal cancer (P = 0.03). These data show that tissue factor–bearing
microparticles can be measured in a significant percentage of
cancer populations using impedance-based flow cytometry.
Tissue factor–bearing microparticles in cancer patients with and

without venous thromboembolic disease. Given that tissue
factor–bearing microparticles can be detected in a high percent-
age of patients with malignant diseases using impedance-based
flow cytometry, we explored the statistical association between
tissue factor–bearing microparticles and thromboembolic dis-
ease in patients with cancer. A case-control study was conducted
to establish whether there is a relationship between the presence

of tissue factor–bearing microparticles and cancer-associated
thrombosis.
Tissue factor–bearing microparticles were measured in 30

cancer patients with acute VTE and 60 cancer patients without
VTE selected to reflect a similar distribution of age, stage, sex,
and diagnosis (Table 1). The median age in this cohort was
60 years. In the cancer-VTE group, one half of qualifying events
were pulmonary emboli and five patients presented with both a
proximal deep vein thrombosis (DVT) and pulmonary embolus
at time of enrollment. Nine patients were enrolled with an iso-
lated deep vein thrombosis; three were of the lower extremity
and one patient was simultaneously diagnosed with upper and
lower extremity DVT. A single patient was enrolled with a large
inferior vena cava thrombus. The cancer stages of the cancer-
VTE group were as follows: two myeloma patients at stage I
by International Staging System, one case of chronic lympho-
cytic leukemia (Rai stage II), three patients with non-Hodgkins
lymphoma at stage III and one at stage II, and the patient with
ovarian cancer with active recurrent disease. The patient with
glioblastoma had active disease, and all of the other solid tu-
mor malignancies were metastatic except one patient with stage

Fig. 3. Tissue factor–bearing microparticles were measured in the
conditioned media from the ASPC-1 pancreatic cancer cell line. The X-axis
presents particle diameter and the Y-axis presents fluorescence using a
humanized anti-TF monoclonal antibody. The scatter plots for anti–tissue
factor-Alexa 488 (A) and IgG-Alexa 488 control (B) are shown.
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I breast cancer. A greater percentage of controls were actively re-
ceiving either chemotherapy or radiation therapy. With regard to
antiangiogenesis agents associated with thrombosis, one indi-
vidual in the acute VTE group was receiving lenalidomide where-
as two control patients were taking thalidomide. Bevacizumab
was administered to one individual in the acute VTE group and
four in the control group. The detection of tissue factor–bearing
microparticles was not associated with gender, active therapy,
smoking, or diabetes by Fisher's exact test (P > 0.05), or with
age, complete blood count parameters (white cell count, hemat-
ocrit, platelet count) by Wilcoxon rank sum analysis (P > 0.05).
In this case-control study, tissue factor–bearing microparticles

were identified in 60% (18 of 30) of patients with cancer-

associated VTE compared with 27% (16 of 60) of patients with
cancer without VTE (P = 0.01). This corresponded to a >4-fold
increase risk of thrombosis associated with detectable tissue
factor–bearing microparticles (odds ratio, 4.13; 95% confidence
interval, 1.63-10.43). Multivariable models suggest that in addi-
tion to the presence of tissue factor–bearing microparticles,
lower platelet count, active therapy for underlying disease,
and lower hemoglobin were also significantly associated with
VTE. The adjusted odds ratio for the effect of detectable tissue
factor–bearing microparticles on occurrence of VTE in this
model is 3.72 (95% confidence interval, 1.18-11.76).
Microparticles predict the development of thrombosis in cancer

patients initially free of venous thromboembolic disease. To

Fig. 4. Survey of tissue factor–bearing
microparticles in cancer patients. A,
histograms of tissue factor–bearing
microparticle detected in four cancer
patients. Tissue factor microparticle
count versus particle diameter; the
X-axis is linear for particle volume but
is presented in particle diameter in
micrometers (0-1.0 μm). The patients
had advanced disease, and samples
were drawn prior to a cycle of
chemotherapy. The cancer diagnoses
were (a) breast, (b) pancreatic, (c)
pancreatic, and (d) non–small cell lung
cancer. Microparticle size varied from
0.3 μm (the lower limits of detection) to
500 to 800 μm. B, tissue factor–bearing
microparticle concentrations in
advanced malignant disease. The
percentage of patients with elevated
levels of tissue factor–bearing
microparticles was significantly greater
for pancreatic carcinoma (25 of 39)
and colorectal carcinoma (7 of 12)
compared with cancer-free subjects
(6 of 31; P < 0.001 and P = 0.03
respectively). Significant differences
were not observed between cancer-free
subjects and non–small cell lung
carcinoma (5 of 28), breast carcinoma
(4 of 9), and ovarian cancer (5 of 8).
Tissue factor–bearing microparticle
concentrations <1 × 104/μL were
considered undetectable (gray). The
P values were calculated using Fisher's
exact test and cancer-free controls were
compared with each cancer category
(pancreatic, non–small cell lung cancer,
colorectal, breast, and ovary).
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further assess the relationship between tissue factor–bearing mi-
croparticles and thrombosis, we performed a retrospective anal-
ysis of deep venous thrombosis or pulmonary emboli diagnosed
in the cancer–no VTE group in the two years following enroll-
ment. Only documented evidence of a new proximal extremity
deep vein thrombosis or pulmonary embolism was included in
the analysis. Of the 60 patients in this group, 16 had measurable
tissue factor–bearing microparticles, 4 of whom subsequently
developed radiographic evidence of VTEwithin 12months of en-
rollment (Fig. 5). One thrombotic event was recorded among the
44 patients without detectable tissue factor–bearing microparti-
cles, but after 15 months following enrollment into the study.
The tissue factor–bearing microparticle–positive group and the
tissue factor–bearingmicroparticle–negative group did not differ
significantly for age, sex, active cancer treatment, smoking status,
diabetes, or the presence of metastatic disease at time of enroll-
ment. Identifying death without VTE as a competing risk, the 1-
year estimate of the rate of VTE in cancer patients with detectable
tissue factor–bearingmicroparticles was 34.8%; among the same
group without detectable tissue factor–bearing microparticles,
the 1-year rate was 0% (Gray test P = 0.002). The presence of
tissue factor–bearing microparticles in cancer patients initially
thrombosis-free predicted a 7-fold increased risk of thrombosis
over cancer patients who were negative for tissue factor–bearing
microparticles (odds ratio, 7.00; 95% confidence interval, 0.85-
82.74; P = 0.02). Elevated levels of tissue factor–bearing micro-
particles were associated with a sensitivity of 0.80 and specificity
of 0.78 for the development of VTE with a positive predictive
value of 0.25 and negative predictive value of 0.97 for a popu-

lation with disease site distribution that matches that of our
study.
Tissue factor–bearing microparticles in idiopathic VTE. A to-

tal of 22 patients with idiopathic venous thromboembolic dis-
ease without cancer were compared with the 30 cancer patients
complicated by acute venous thromboembolic disease to deter-
mine whether the presence of tissue factor–bearing microparti-
cles was a feature of venous thromboembolic disease. The
median age in the idiopathic VTE group was 55.5 years, which
was younger than 59.5 years in the cancer VTE group (P = 0.01),
and 54.5% subjects were female (12 of 22; P = 0.47). Nine pa-
tients were diagnosed with a pulmonary embolism; this num-
ber did not differ significantly from that of the cancer VTE
group (P = 0.71). Tissue factor–bearing microparticles were de-
tectable in 23% patients with acute idiopathic VTE (5 of 22),
significantly fewer than the 60% (18 of 30) in the cancer pa-
tients with acute thromboembolic disease (P = 0.01). The me-
dian number of tissue factor–bearing microparticles in the
cancer VTE cohort (7.1 × 104microparticles/μL) was significant-
ly greater than both the idiopathic VTE and cancer–no VTE
groups whose levels fell within the undetectable range (P =
0.002 and P = 0.03, respectively). These results confirm that
the high prevalence of tissue factor–bearing microparticles in
patients who present with an acute VTE is associated with can-
cer patients and not VTE alone.
Decrease in tissue factor–bearing microparticles following can-

cer resection. To examine whether the measured tissue
factor–bearing microparticles are derived from the underlying
malignancy, we measured tissue factor–bearing microparticle
concentrations before and after definitive surgery in three pa-
tients with pancreatic carcinoma. In one patient, the preoperative

Table 1. Characteristics of cancer patients with

acute VTE compared with matched cancer controls

Cancer

VTE

(n = 30)

Cancer

controls

(n = 60)

P*

Median age (y) 59.5 59 0.93

Female (%) 60 58 0.94

Cancer diagnosis:

Breast 4 8

Non-Hodgkin's lymphoma 4 8

Ovarian 4 8

Renal cell 4 8

Non–small cell lung cancer 2 4

Myeloma 2 4

Pancreatic 2 4

Colon 1 2

Rectal 1 2

Thyroid 1 2

Glioblastoma 1 2

Hepatocellular 1 2

Gastric 1 2

Chronic lymphocytic leukemia 1 2

Uterine 1 2

WBC count (×109/L) 6.4 6.1 0.90

Hemoglobin (g/dL) 10.8 12.8 <.01

Platelet count (×109/L) 220 295 0.01

Active cancer therapy 16 (53%) 47 (78%) 0.02

Diabetes 6 (20%) 9 (15%) 0.56

Current smoker 2 (6.7%) 6 (10%) 0.71

*Age and complete blood counts were compared by Wilcoxon rank

sum analysis.

Fig. 5. Cumulative incidence of VTE for cancer patients initially without
VTE according to the presence of tissue factor–bearing microparticles.
Tissue factor–bearing microparticle–positive (dashed line; n = 16) and
tissue factor–bearing microparticle–negative (solid line; n = 44) cancer
patients were assessed for radiographic evidence of thromboembolic
disease. In the year following enrollment, thromboembolic disease only
developed in a subset of patients who had detectable tissue factor–bearing
microparticles. Median follow up was 8.9 mo (range, 1.4-27.9 mo), and
75% of the patients were followed for ≥5 mo. There were 11 deaths on
record, at a median of 4 mo after study entry (range, 4 d to 23 mo).
Dashed line, cancer patients with high levels of tissue factor bearing
microparticles (TFMP+); solid line, those with undetectable levels (TFMP-).
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concentration of tissue factor–bearing microparticles was
5.40 × 105/μL. Forty-four days following distal pancreatecto-
my, there was a >10-fold decrease of these microparticles to
3.92 × 104/μL (Fig. 6A). In a second patient, the preoperative
concentration of tissue factor–bearing microparticles was 1.02 ×
106/μL. These microparticles were undetectable 26 days post-

operatively. In a third patient, the preoperative concentration
of tissue factor–bearing microparticles was 7.06 × 105/μL, and
similarly these microparticles were undetectable 27 days post-
operatively. These results are consistent with the concept that
the tissue factor–bearing microparticles in these patients are
tumor-derived.

Fig. 6. Concentration of tissue factor–bearing microparticles and MUC-1 expression in patients with pancreatic carcinoma undergoing surgery with curative
intent. A, patient A was evaluated on postoperative day 44, patient B on day 26, patient C on postoperative day 27. Pre, preoperative measurements
(black); Post, postoperative measurements (white). B, the preoperative plasma samples from three pancreatic cancer patients were analyzed by flow
cytometry for the expression of tissue factor and MUC-1 on microparticles. Samples were labeled with either anti–tissue factor and anti–MUC-1 antibodies
or IgG isotype-matched controls. FL1 represents the fluorescence associated with anti-MUC1 antibody conjugated with Alexa 488 (X-axis) and FL2
represents the fluorescence associated with anti–tissue factor conjugated with phycoerythrin (Y-axis).
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To further explore this question, we examined the tissue fac-
tor–bearing microparticles from these patients with pancreatic
cancer for the presence of the tumor marker, MUC-1. The MUC-
1 antigen is a transmembrane glycoprotein overexpressed in ep-
ithelial malignancies such as pancreatic cancer but is not found
on circulating hematopoietic cells (35, 36). The preoperative
samples were labeled with the anti–tissue factor antibody and
a monoclonal antibody directed against the MUC-1 antigen. In
the three patients tested, approximately 50% of the circulating
tissue factor–bearing microparticles in these patients were also
positive for the MUC-1 antigen (Fig. 6B). These results support
the premise that a population of microparticles is derived from
the underlying malignancy. Whether the tissue factor–positive,
MUC-1–negative microparticles are derived from the underly-
ing tumor where the MUC-1 signal may be below the level of
sensitivity or from hematopoietic cells has not been estab-
lished.

Discussion

In this study, we have examined the hypothesis that the path-
ogenesis of thrombosis that complicates many forms of cancer
is due to high levels of tissue factor associated with circulating
tumor-derived microparticles. To test this hypothesis, we had
four requirements: (a) to develop a method for reliably detect-
ing, sizing, and quantitating tissue factor antigen–bearing mi-
croparticles in platelet-poor plasma, without isolation and
manipulation of microparticles; (b) to survey patients with var-
ious forms of cancer to approximate the prevalence of tissue
factor–bearing microparticles in their plasma; (c) to design
and execute a case-control study to determine whether the de-
tection of tissue factor–bearing microparticles is more closely
associated with cancer patients with acute thrombosis than with
cancer patients without thrombosis; and (d) to determine
whether tissue factor–bearing microparticles associated with
malignancy are tumor-derived.
In order to address the analytical issues of identifying and

quantitating microparticles in platelet-poor plasma, we adapted
a flow cytometric methodology capable of particle size mea-
surements based upon impedance. Triggering on fluorescence,
the diameter, in micrometers, of each fluorescent particle was
determined. We showed that this system was capable of repro-
ducibly determining both the size and number of fluorescent
microspheres to an accuracy of ±5%. This method shows
marked improvement over light scattering–based flow cytome-
try, a nonoptimal technique for estimating microparticle size
and number.
In the current work, we have shown a significant association

between the presence of tissue factor–bearing microparticles
and acute cancer-associated thrombosis. In contrast, acute
thromboembolic disease in the absence of malignant disease
was not characterized by a similar increase in levels of tissue
factor–bearing microparticles. The cancer patients who pre-
sented with an acute VTE were similar to a cancer–no VTE pop-
ulation for multiple factors including age, sex, cancer diagnosis,
current cancer stage, diabetes, and smoking. However, the can-
cer patients with VTE tended to have lower platelet counts or
hemoglobin and were less likely to be receiving chemotherapy.
The basis for the differences in blood counts and active therapy
between the cancer-VTE and cancer–no VTE groups was likely
due to differences in timing of study enrollment. The acute

VTE group was identified at any point during the treatment cy-
cle whereas control patients were enrolled at outpatient visits
and were more likely to have recovered from chemotherapy-
associated cytopenias. As both higher platelet counts and
chemotherapy are considered contributing risk factors for
cancer-associated VTE (9, 37, 38), the risk of thrombosis attrib-
uted to tissue factor–bearing microparticles may in fact be
greater than observed. In this case-control study, we established
that tissue factor–bearing microparticles are 4-fold more likely
to be found in cancer patients with an acute thrombotic event
than in cancer patients without an acute thrombotic event.
These results extend previous observations that tissue factor–
bearing microparticles can be found in the plasma of some
patients with cancer, and show that tissue factor–bearing mi-
croparticles are a risk factor for the development of thrombosis.
To further explore the association of circulating tissue factor–

bearing microparticles and VTE, we conducted a review of all
radiographic studies obtained following enrollment to assess
for the development of proximal deep vein thrombosis or pul-
monary emboli in cancer patients who had not incurred VTE at
time of enrollment. Although this retrospective review was
done in a blinded manner, the patients were not systematically
assessed for the development of VTE. However, the potential for
systematic bias was low as this was a nonintervention trial and
enrollment did not impact the subsequent management of
these patients. Only those cancer patients with detectable tissue
factor–bearing microparticles subsequently developed a throm-
botic event in the year following enrollment. This analysis cor-
roborated the association between tissue factor–bearing
microparticles and cancer-associated thrombosis identified in
the case-control study and suggests that these microparticles
may be central to the pathogenesis of thromboembolic disor-
ders associated with malignant disease. Due to the inherent
limitations of small case-control studies and retrospective co-
hort analysis, larger prospective studies with systematic moni-
toring for the development of VTE are required to confirm
these findings.
Other groups have also observed that tissue factor–bearing

microparticles can be measured in patients with advanced can-
cer (29, 30, 39). Tesselaar and colleagues showed an increase in
tissue factor activity in platelet-poor plasma from patients with
cancer compared with platelet-poor plasma from healthy con-
trols (29). Tissue factor activity associated with microparticles
was measured in all seven metastatic cancer patients with a re-
cent history of venous thromboembolic disease. However, the
absolute number of tissue factor–bearing microparticles mea-
sured by flow cytometry was not significantly different in cancer
patients compared with healthy controls (29). Tesselaar et al.,
using light scattering–based flow cytometry, reported a median
of 460 tissue factor–bearing microparticles per μL of platelet-
poor plasma in pancreatic cancer patients (range, 240-1,550/μL;
ref. 29), or less than one tissue factor–bearing microparticle
per leukocyte, whereas the tissue factor–bearing microparticle
concentrations in our cancer patients varied from 70,000/μL
to 3,200,000/μL. This is a discrepancy of 3 to 4 orders of mag-
nitude, and raises issues of the sensitivity for the identification
of tissue factor–bearing microparticles by light scattering.
Hron et al. reported that the median number of tissue
factor–bearing microparticles was significantly greater in 20 can-
cer patients with colorectal cancer compared with controls
whereas the individuals' history of VTE was not specified
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(30). More recently, Khorana and colleagues observed that two
patients with pancreatic cancer with increased levels of plasma
tissue factor subsequently developed a venous thromboembolic
event.(39)
We present two independent arguments that the tissue fac-

tor–bearing microparticles are largely derived from the tumor
itself rather than from inflammatory cells. First, in three pa-
tients with pancreatic carcinoma undergoing pancreatectomy
with curative intent, the microparticle concentration before sur-
gery was reduced to very low or unmeasurable levels about a
month after surgery. Second, in three patients with pancreatic
carcinoma, we showed that about 50% of the tissue factor–
bearing microparticles coexpress MUC-1, a tumor marker for
pancreatic carcinoma. Tumor cells express tissue factor (12),
the expression of tissue factor activity on tumor cells correlates
with thrombotic risk in pancreatic cancer patients (40), cancer
cells in culture shed procoagulant vesicular structures (34), and
circulating tumor-derived tissue factor–bearing microparticles
can be detected in mice xenografted with human pancreatic tu-
mors (41). These results provide compelling evidence that tis-
sue factor–bearing microparticles are derived from certain
tumors. Indeed, we suspect that the variability of microparticle
generation from different tumors, as well as the total tumor
burden, is the basis for the variability of thrombotic events in
cancer-associated thrombosis. However, the presence of circu-
lating tissue factor–bearing microparticles is not unique to can-
cer patients as high levels were identified in a subset of

noncancer controls as well as individuals with an idiopathic
VTE. The clinical significance of these elevations in noncancer
populations is not known.
Venous thromboembolic disease is a leading cause of death

in patients with malignant disease (42), but several recent ran-
domized studies have failed to show the benefit of prophylactic
anticoagulation in cancer patients even in the presence of in-
dwelling central catheters (43–45). The methodologies and
conclusions of this work provide a rational basis to determine
whether the detection of tissue factor–bearing microparticles in
cancer patients and their use as a biomarker predict an in-
creased risk of a thromboembolic event. If so, it is critical to
determine whether patients identified with this biomarker will
benefit from primary thromboprophylaxis.
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The association between the development of 

metastasis and the risk of thrombotic com-

plications has been documented since 1865.  

Armand Trousseau was the !rst to establish a 

direct correlation between thrombophlebitis 

and the development of cancer (Trousseau, 

1865). A rather common complication and one 

of the leading causes of death in patients with 

cancer is the risk of developing thromboem-

bolic diseases (Kakkar and Williamson, 1999; 

Stein et al., 2006; Schiavetti et al., 2008). The 

incidence of thrombosis is high in adenocarci-

nomas such as ovarian, prostate, lung, and gas-

trointestinal carcinomas (Blom et al., 2006b), 

and it is particularly high (up to 57%) in pa-

tients su"ering from pancreatic cancer (Sack  

et al., 1977; Blom et al., 2006a). In the latter 

case, thromboembolic diseases are the second 

most common cause of mortality, accounting 

for 44% of total deaths after cancer progression 

(Neoptolemos et al., 2001). The recurrence of 

thrombotic complications may also be the !rst 

manifestation of underlying malignant disease 

(Prandoni et al., 1992).

The pathogenesis of the thrombotic state in 

cancer is associated with the generation of a  

local and systemic hypercoagulable/thrombotic 

state that confers a growth advantage to tumor 

cells. It is now known that activation of the 

coagulation cascade and aggregation of blood 

platelets around cancer cells protects the cells 

from the di"erent degradative pathways pres-

ent in the blood, and also facilitates dissemina-

tion of cancer cells to various sites of metastasis 

(Gasic et al., 1976; Sierko and Wojtukiewicz, 

2007). This supports a model in which the pres-

ence of tissue factor (TF), generation of throm-

bin, and activation of platelets favor the aggressive 
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Cancer cell–derived microparticles bearing 

P-selectin glycoprotein ligand 1 accelerate 
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Recent publications have demonstrated the presence of tissue factor (TF)–bearing mic-

roparticles (MPs) in the blood of patients suffering from cancer. However, whether these 

MPs are involved in thrombosis remains unknown. We show that pancreatic and lung 

cancer cells produce MPs that express active TF and P-selectin glycoprotein ligand 1 

(PSGL-1). Cancer cell–derived MPs aggregate platelets via a TF-dependent pathway. In vivo, 

cancer cell–derived MPs, but not their parent cells, infused into a living mouse accumulate 

at the site of injury and reduce tail bleeding time and the time to occlusion of venules and 

arterioles. This thrombotic state is also observed in mice developing tumors. In such mice, 

the amount of circulating platelet-, endothelial cell–, and cancer cell–derived MPs is 

increased. Endogenous cancer cell–derived MPs shed from the growing tumor are able to 

accumulate at the site of injury. Infusion of a blocking P-selectin antibody abolishes the 

thrombotic state observed after injection of MPs or in mice developing a tumor. Collec-

tively, our results indicate that cancer cell–derived MPs bearing PSGL-1 and TF play a key 

role in thrombus formation in vivo. Targeting these MPs could be of clinical interest in the 

prevention of thrombosis and to limit formation of metastasis in cancer patients.
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tion–Noncommercial–Share Alike–No Mirror Sites license for the #rst six months 
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biology of cancer. Nevertheless, the cause of this association 

remains unclear.

Di!erent reports suggest a potential role for circulating 

microparticles (MPs) in the establishment of a thrombotic state 

in cancer (Kim et al., 2003; Del Conde et al., 2007; Tilley  

et al., 2008). MPs are de"ned as cell-derived membrane frag-

ments and range in size from 0.1 to 1 µm in diameter. They 

are characterized by their presence at the surface of negative 

phospholipid moieties that are essential for initiation of blood 

coagulation (Ghosh et al., 2008); they also bear at least one  

of the antigenic markers distinctive of the parent cell (Abid 

Hussein et al., 2003). Aggregated platelets, leukocytes, eryth-

rocytes, and endothelial lineages constitute the most impor-

tant sources of circulating MPs under many pathophysiological 

situations, including thrombosis, in$ammation, and angiogen-

esis (Müller et al., 2003). Recent clinical studies have shown 

that the concentration of circulating TF-bearing MPs is sig-

ni"cantly greater in patients with cancer (Tilley et al., 2008), 

including patients with pancreatic cancer (Del Conde et al., 

2007; Hron et al., 2007; Tesselaar et al., 2007), suggesting that 

these MPs may be responsible for the thrombotic state associ-

ated with cancers. Meanwhile, the cellular origins of such MPs 

have not been determined (Hron et al., 2007; Zwicker et al., 

2007; Langer et al., 2008) and may include platelets (Hron  

et al., 2007; Tesselaar et al., 2007), cancer cells (Dvorak et al., 

1981), or monocytes (Falati et al., 2003; Myers et al., 2003; 

Vandendries et al., 2007). At their surface, platelet-derived 

MPs express activated integrins (e.g., IIb 3 or v 3) and  

receptors (i.e., GPVI and GPIb-IX-V) known to be involved 

in thrombus formation. Monocyte-derived MPs that have 

been isolated, labeled, and infused into a recipient mouse ac-

cumulate at the site of a laser-induced injury by binding to  

P-selectin expressed on activated platelets through P-selectin 

glycoprotein ligand 1 (PSGL-1; Falati et al., 2003; Vandendries 

et al., 2007). To date, no study has determined the role of 

cancer cell–derived MPs in thrombus formation in vivo.

In the present study, we hypothesize that cancer cell– 

derived MPs bearing PSGL-1 are involved in the development 

of a thrombotic state. We demonstrate that pancreatic cancer 

cells are able to produce MPs in vitro that express active TF 

and PSGL-1. We show that cancer cell–derived MPs circu-

late in the bloodstream and accumulate at the site of injury in 

a P-selectin–dependent manner in vivo. Finally, we observe 

that cancer cell–derived MPs, but not their parental cells, ac-

celerate thrombus formation in a mouse model of cancer.

RESULTS
Human and mouse pancreatic and lung cancer cell lines  
are able to shed MPs that express TF and PSGL-1 in vitro
To determine whether pancreatic or lung cancer cells could 

shed MPs, ultracentrifuged supernatants of human (SOJ-6) 

and mouse (Panc02) adenocarcinoma pancreatic cell lines or 

mouse Lewis lung carcinoma cancer cell lines (LLC1) were 

evaluated by $ow cytometry. All cancer cell lines produced 

vesicles ranging in size from 0.4 to 1 µm in diameter, and these 

particles were able to bind annexin V (Fig. 1 A). Previous  

Figure 1. Pancreatic and lung cancer cell lines shed MPs that  
express TF in vitro. (A) Flow cytometry analysis showing annexin V–FITC 

labeling of SOJ-6, Panc02, and LLC1 cell–derived MPs. Negative controls 

were realized without addition of calcium. (B) Immuno!uorescence micros-

copy of cancer cells using an anti-TF antibody. (C) Western blot analysis of 

protein extracts from SOJ-6–derived MPs with a speci"c anti-TF antibody. 

All of the experiments were independently performed three times.
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reports have shown that TF is present on the surface of can-

cer cell lines (Haas et al., 2006; Khorana et al., 2007). Ac-

cordingly, we observed that SOJ-6, Panc02, and LLC1 cancer 

cells express TF on their surface by immuno!uorescence 

(Fig. 1 B). TF was also detected by Western blotting of lysates 

obtained from pancreatic cancer cell–derived MPs (Fig. 1 C). 

Identical results were obtained with all other pancreatic adeno-

carcinoma (BxPC-3) and carcinoma (MiaPaCa-2, PANC-1, 

and LLC1) cell lines studied. Monocyte-derived MPs have 

been shown to express PSGL-1 (Falati et al., 2003; Myers et al., 

2003). Double labeling with annexin V as a positive control 

revealed that Panc02 and LLC1 cancer cells (Fig. 2 A), as well 

as Panc02- and LLC1-derived MPs (Fig. 2 B), express PSGL-1 

but not P-selectin (not depicted) on their surface. PSGL-1 

was also detected by Western blotting in lysates obtained 

from pancreatic cancer cell– and monocyte-derived MPs 

(Fig. 2 C). In contrast, no signal was detected by !ow cytom-

etry analysis or Western blotting when mouse "broblast–derived 

MPs (L929 cell lines) were studied. We conclude that pan-

creatic and lung cancer cells can shed MPs that constitutively 

express active TF and PSGL-1.

Cancer cell–derived MPs, but not their parental cells, 
modulate thrombus formation in vivo
We have previously described the kinetics of thrombus forma-

tion in mice after an injury induced by topical application of 

an FeCl3 solution (Dubois et al., 2006b). To determine the 

involvement of MPs in thrombus formation in vivo, experi-

ments we performed using a "bered !uorescent microscope that 

allows for real-time in vivo imaging after excitation at 660 nm. 

We examined thrombus formation induced by exposure 

of the adventitial surface of the mouse mesenteric vessels to 

10% FeCl3 for 5 min. Under these conditions, platelets began 

to accumulate in injured vessels between 5 and 15 min after 

FeCl3 exposure (Fig. 3 A). Only three out of the eight wild-

type mice studied formed occlusive thrombi during the  

35-min experiment (Fig. 3 B). When Panc02 cancer cell–derived 

MPs (0.2 µg/g/mouse corresponding to 18,000 MPs/g/mouse) 

were infused into the bloodstream 5 min before topical appli-

cation of FeCl3, platelets began to accumulate 1–5 min after 

induction of the injury, leading to occlusion of the arterioles 

between 3 and 10 min after injury (Fig. 3 A). The median 

time to occlusion of the arteriole in this condition was 6 min 

(P < 0.01; Fig. 3 B). Similar results were observed after infu-

sion of LLC1-derived MPs (0.08 µg/g/mouse, corresponding 

to 18,000 MPs/g/mouse), with a median time to occlusion of 

the arteriole of 12 min (P < 0.05; Fig. 3 B). The median time 

to arteriole occlusion was signi"cantly shorter than the 

median time to occlusion observed without infusion of 

MPs (P < 0.05). These results indicate that infusion of cancer 

Figure 2. Pancreatic and lung cancer cell–derived MPs express 
PSGL-1. (A) Immuno!uorescence microscopy of SOJ-6, Panc02, and LLC1 

cells with an antibody directed against PSGL-1 and an Alexa Fluor 488–

conjugated secondary antibody. Incubation with the secondary antibody 

alone served as a negative control. (B) Flow cytometric analysis of J774 

(C+), L929 (C ), Panc02-, and LLC1-derived MPs labeled both with an-

nexin V–FITC and with an anti–PSGL-1 PE-conjugated antibody. PSGL-1+ 

MPs are represented by the black histogram. Negative controls were ob-

tained by excluding calcium from the annexin V labeling and in the pres-

ence of an irrelevant PE-conjugated IgG (gray histogram). (C) Western 

blot analysis of Panc02-derived MPs (Panc02 MPs) and J774 (C+) and 

L929 (C ) cells with a speci"c anti–PSGL-1 antibody. All of the experi-

ments were independently performed three times.
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Figure 3. Cancer cell–derived MPs accelerate thrombus formation in vivo. Thrombus formation was assessed after infusion of Alexa Fluor 660–

conjugated anti-CD41 antibody into wild-type mice in the presence of Panc02-derived MPs (MPs Panc02, 0.2 µg of MP-associated proteins/g/mouse), 

LLC1-derived MPs (MPs LLC1, 0.08 µg of MP-associated proteins/g/mouse), or Panc02 cells (Cells Panc02, 5,000 cells/g/mouse) or LLC1 cells (Cells LLC1, 

5,000 cells/g/mouse). Injury of the mesenteric vessels was induced with 10% FeCl3 for 5 min. (A) Representative composite images of "uorescence depicting 
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cell–derived MPs a�ected the kinetics of thrombus formation. 

To determine whether cancer cells may also be involved in 

thrombus formation, we determined the time to occlusion in 

arterioles after infusion of cancer cells (5,000 cells/g/mouse, 

equivalent to the maximum concentration of cells that may be 

infused without altering blood !ow; not depicted; Fig. 3 A). 

In this condition, no statistical di�erence was found in com-

parison with the kinetics observed when wild-type mice were 

injured. Indeed, platelet accumulation was detected between 

5 and 10 min after injury. Only three out of seven mice stud-

ied after infusion of Panc02 cells and only one out of eight 

mice studied after infusion of LLC1 cells formed occlusive 

thrombi (Fig. 3 B). To con"rm the involvement of cancer 

cell–derived MPs in thrombus formation, tail bleeding time 

experiments were performed as previously described (Panicot-

Dubois et al., 2007). After injection with Panc02- and LLC1-

derived MPs, the median tail bleeding time observed in 

wild-type mice was 63 s (n = 8) and 79 s (n = 7), respectively. 

These values were signi"cantly lower (P < 0.01) than the 

bleeding times (close to 150 s) obtained for wild-type mice 

that were not infused with cells or MPs (n = 13), wild-type 

mice infused with Panc02 cells (n = 8), or wild-type mice in-

fused with LLC1 cells (n = 8; Fig. 3 C). We next determined 

the number of MPs su#cient enough to a�ect kinetics of 

thrombosis. We observed that an amount as low as 0.2 ng/g/

mouse of cancer cell–derived MPs signi"cantly accelerated ki-

netics of thrombosis in vivo in our model (Fig. 3 D). Collec-

tively, these results indicate that infusion of cancer cell–derived 

MPs, but not infusion of their parental cells, accelerates throm-

bus growth in vivo, suggesting that cancer cell–derived MPs 

may participate in thrombus formation.

To determine whether cancer cell–derived MPs accu-

mulate at the site of FeCl3-induced injury in vivo, MPs were 

isolated, labeled with the DiD !uorochrome, and infused 

into a recipient mouse. First, we determined the half-life of 

exogenous MPs in the blood circulation of healthy mice 

(Fig. 4 A). The results show that 50% of exogenous MPs 

were eliminated from the blood circulation in <15 min, con-

"rming the results previously described for erythrocyte-

derived MPs infused into the rat (Willekens et al., 2005). 

After infusion of exogenous MPs and induction of a chemi-

cal injury to mesenteric arterioles, a !uorescent signal corre-

sponding to DiD-labeled MPs was detected (Fig. 4 B). This 

accumulation of cancer cell–derived MPs at the site of in-

jury was further con"rmed by intravital microscopy (Dubois 

et al., 2007; Panicot-Dubois et al., 2007). Using such a system, 

we simultaneously imaged DiO-labeled cancer-derived MPs 

(0.2 µg/g/mouse, corresponding to 18,000 MPs/g/mouse) 

and DiD-labeled cancer cells (5,000 Panc02 cells/g/mouse) 

infused into the bloodstream of a recipient mouse. Both 

cancer cell–derived MPs and cancer cells were detected cir-

culating in the blood (Fig. 4 C). However, only cancer cell–

derived MPs were found to accumulate at the site of the 

FeCl3-induced injury. 8 min after injury, the number of exog-

enous MPs accumulating at the site of injury increased, indi-

cating that thrombus-associated MPs remained in the animal 

for a longer time period than did circulating MPs (Fig. 4 C). 

We conclude that cancer cell–derived MPs, but not their 

parental cells, accumulate at the site of injury in vivo and 

accelerate thrombus growth.

Characterization of a thrombotic state in mice developing 
ectopic tumors
Next, we created a mouse model of cancer induced by subcu-

taneous injection of pancreatic (Panc02) or lung cancer (LLC1) 

cells. 5 wk after induction of the ectopic tumor, the number 

of endogenous circulating MPs in both healthy mice and mice 

developing tumors were compared by !ow cytometry analy-

sis. To characterize the cellular origin of MPs, we "rst labeled 

MPs using antibodies speci"c for platelets (CD41+), erythro-

cytes (TER 119+), leukocytes (CD45+), cells likely of endo-

thelial origin (CD31+CD41 ), and cancer cells (MUC-1+). The 

data are presented in Table I (see also Fig. S1). As expected, 

the number of endogenous circulating annexin V+ MPs was 

signi"cantly increased in mice developing tumors in compari-

son with control mice (median = 9,383 MPs/µl and 10,018 

MPs/µl of plasma for Panc02- and LLC1-induced-tumor 

mice, respectively, and 8,951 MPs/µl of plasma in control 

mice; P < 0.05). The amount of platelet- and endothelial cell–

derived MPs was signi"cantly increased in mice developing 

tumors in comparison with control mice. However, neither 

the number of leukocyte-derived circulating MPs nor the 

quantity of endogenous erythrocyte-derived MPs increased in 

comparison with the control. We also addressed the presence 

of endogenous circulating cancer cell–derived MPs using 

Muc-1, a protein that is highly expressed in various epithelial 

cancers. As expected, the amount of Muc-1–bearing MPs was 

signi"cantly increased in tumor-induced mice in comparison 

with healthy mice. We also detected MPs bearing the carbo-

hydrate CA19-9, which is highly expressed in lung and pan-

creatic cancers. Of note, this antigen was only present on MPs 

in blood obtained from Panc02- and LLC1-tumor-induced 

thrombus formation of labeled platelet accumulation (white) on mesenteric vessels (Pre, before injury). (B) Time to vessel occlusion reported in minutes 

for mesenteric arterioles in wild-type mice (n = 10 thrombi in 10 mice), wild-type mice infused with Panc02-derived MPs (n = 10 thrombi in 7 mice), or 

with LLC1-derived MPs (n = 6 thrombi in 6 mice), Panc02 cells (n = 7 thrombi in 7 mice), or LLC1 cells (n = 8 thrombi in 8 mice). (C). Bleeding time in sec-

onds determined in wild-type mice (n = 13 mice), wild-type mice infused with Panc02-derived MPs (n = 8 mice), or with LLC1-derived MPs (n = 7 mice), 

Panc02 cells (n = 8 mice), or LLC1 cells (n = 8 mice). (D) Times to arteriole occlusion were observed in wild-type mice (n = 10 thrombi in 10 mice) and in 

wild-type mice infused with different concentrations of Panc02-derived MPs (MPs 0.02 ng/g/mouse, n = 7 thrombi in 6 mice; MPs 0.2 ng/g mouse, n = 7 

thrombi in 7 mice; and MPs 200 ng/g mouse, n = 10 thrombi in 9 mice). Horizontal bars indicate median values. Experiments were independently per-

formed 10 times (A and B) and at least six times (C and D). **, P < 0.01; *, P < 0.05.
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and venules of control and tumor-bearing mice (Fig. 5 B). 

A signi!cant decrease in the time to occlusion of the arterioles 

(P < 0.05; Fig. 5 C) and venules (P < 0.05; Fig. 5 D) was ob-

served in mice developing tumors (a median time to occlu-

sion of 8 and 15 min in arterioles and 13 and 8 min in venules 

in mice developing Panc02- and LLC1-induced tumors, re-

spectively) in comparison with control mice (median time > 35 

and 18 min in arterioles and venules, respectively). Interest-

ingly, the tail bleeding time and time to occlusion of arteri-

oles and venules were similar in mice developing tumors 

(median volume = 239 mm3) and mice for which Panc02-

derived MPs were infused into the circulation (compare  

Fig. 3 B with 5 C and Fig. 3 C with 5 A). Furthermore, we 

did not observe any linear correlation between the volume of 

the tumor and the bleeding time (Fig. 5 E). Our results indi-

cate that the presence of an ectopic tumor in mice increases 

the quantity of MPs present in the bloodstream and acceler-

ates thrombus formation, as compared with healthy mice.

mice (Table I). Because we have previously observed that 

Panc02- and LLC1-derived MPs express PSGL-1 on their sur-

face (Fig. 2) and because the quantity of leukocyte-derived 

MPs, which also bear PSGL-1, was not increased in tumor-in-

duced mice in comparison with control mice, we determined 

the quantity of circulating PSGL-1–bearing MPs in the di"er-

ent populations of mice. The number of MPs bearing PSGL-1 

was signi!cantly increased in mice developing tumors in com-

parison with healthy mice. Collectively, our results indicate 

that the elevation of endogenous cell–derived MPs positive for 

annexin V results from a selective increase in MPs originating 

from platelets, endothelial cells, and tumor cells.

Tail bleeding times were signi!cantly reduced in mice 

developing a tumor (median times for mice that received 

Panc02 or LLC1 cancer cells were 70 and 78 s, respectively) 

in comparison with mice that did not (median time = 150 s; 

P < 0.01; Fig. 5 A). We determined the kinetics of thrombus 

formation after FeCl3 injury to both the mesenteric arterioles 

Figure 4. Cancer cell–derived MPs accumulate at the site of injury in mice. (A) Half-life of DiO-labeled Panc02-derived MPs in the blood circula-

tion of a healthy mouse (n = 4 mice, performed independently) reported as the mean ± SD. (B) Imaging of DiD-labeled Panc02-derived MPs using "bered 

#uorescence microscopy. Panc02-derived MPs were labeled with DiD (left) before infusion into the blood circulation of a living mouse. Although no #uo-

rescent signal was detected in the microcirculation before injury (middle), MPs were detected accumulating at the site of FeCl3-induced injury (right). 

Images are representative of six injuries performed in three mice, independently. (C) Intravital videomicroscopy visualization of mesenteric vessels. DiO-

labeled MPs (depicted in green; 0.2 µg of MP-associated proteins/g/mouse) and their DiD-labeled parental cells (depicted in red; 5,000 cells/g/mouse) 

were simultaneously infused into a recipient mouse. Circulating MPs and cells were detected in the microcirculation before injury (second from left). Note 

that no #uorescent signal was detected before infusion of MPs and cells (left). The experiment was independently performed three times in three mice.
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transfected Panc02 cells with the pEGFP-N1 vector encoding 

GFP (Fig. 6 B). 5 wk after subcutaneous injection of Panc02 

cells overexpressing GFP, the presence and accumulation of a 

!uorescent signal before and after injury induced by a dye laser 

(Dubois et al., 2006a; Dubois et al., 2007) were detected in 

the cremaster microcirculation using the intravital microscope. 

Particles were observed, ranging in size from 0.4 (the mini-

mum size we were able to detect using our system) to 1 µm 

(the maximum size measured for detected particles), that were 

likely endogenous MPs circulating in the blood circulation 

(Fig. 6 C) and accumulating at the site of injury in both ve-

nules (Fig. 6 D, left) and arterioles (Fig. 6 D, right). Together 

with our previous results showing that Panc02-derived MPs 

but not Panc02 cells accumulate at the site of injury, we con-

clude that Panc02-derived MPs shed from a growing tumor 

circulate in the bloodstream and participate in thrombus for-

mation in mice.

Endogenous cancer-derived MPs accumulate at the site  
of injury by binding to P-selectin and accelerate thrombus 
growth in a TF-dependent pathway
The thrombotic e#ects of cancer cell–derived MPs on tail 

bleeding time (Fig. 7 A) and time to occlusion of arterioles 

(Fig. 7 B) and venules (Fig. 7 C) were signi$cantly decreased 

Endogenous cancer-derived MPs accumulate at the site  
of thrombus formation in vivo
To determine if cancer cells and/or MPs shed during tumor 

growth could participate and in!uence thrombus formation in 

vivo, an ectopic tumor was induced by injection of Panc02 

cells labeled with quantum dots (Qdots). Using this com-

pound, we were able to detect !uorescence in vitro for more 

than a week in cultured cells and in MPs shed from the cells 

(unpublished data). 1 wk after injection of Qdot-labeled cells, 

FeCl3 injury was administered to the mesentery of the mouse. 

The presence of Panc02 cells and/or MPs at the site of injec-

tion, in the circulation, and at the site of injury was followed 

by in vivo imaging. As expected, when Qdots alone were in-

jected into mice, a !uorescent signal was detected 1 wk later 

only at the site of injection. In contrast, Qdot-labeled cells 

and/or MPs were detected at the site of injection and in the 

circulation, and also accumulated at the site of injury (Fig. 6 A). 

These results indicate that in mice developing ectopic tumors, 

cancer cells and/or cancer-derived MPs may reach the blood-

stream and accumulate at the site of injury, suggesting that 

these MPs may in!uence the kinetics of thrombus growth. To 

discriminate between Panc02 cells and endogenous Panc02-

derived MPs (produced by the tumor in contrast with MPs 

prepared in vitro and infused into the bloodstream), we stably 

Table I. Number and cellular origins of MPs (×106/liter 1 plasma) in healthy and cancer mice

MP origins Controls (n = 8) Pancreatic cancer (n = 8) Lung cancer (n = 7) p-valuea p-valueb

×106/liter 1 plasma ×106/liter 1 plasma ×106/liter 1 plasma

Total (annexin V+)      

 Median 8,951 9,383 10,018 0.024 0.047

 Range 5,994–14,714 5,536–14,794 5,048–16,442

Platelet (CD41+)

 Median 2,294 3096 3,024 0.035 0.014

 Range 1,724–3,216 1,636–5,476 770–8,784

Erythrocyte (TER 119+)

 Median 1,410 694 828 0.149 0.242

 Range 250–4,672 288–2,712 478–2,480

Leukocyte (CD45+)

 Median 346 251 722 0.209 0.424

 Range 74–1,032 130–888 68–2,206

Endothelial cell (CD31+CD41 )

 Median 135 275 164 0.001 0.014

 Range 108–330 150–336 92–296

MUC-1+

 Median 117 1089 1,492 0.003 0.003

 Range 0–7,424 0–15,468 98–4,786

CA19.9+

 Median 0 264 127 0.001 0.003

 Range 0 0–6,852 0–2,428 (n = 6)

Annexin V+ PSGL-1+

 Median 146 293 234 0.004 0.006

 Range 76–376 74–522 134–550

aDifferences between mice developing a pancreatic cancer and healthy mice.
bDifferences between mice developing a lung cancer and healthy mice.
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TF was present in a decrypted (active) form on the surface of 

cancer cells and MPs, the activity of TF present on SOJ-6, 

Panc02, and LLC1 cells, as well as MPs, was determined. 

when proteins at the surface of MPs were stripped by trypsin 

before infusion into the recipient mouse. Cancer cells and MPs 

express TF on their surfaces (Fig. 1). To determine whether 

Figure 5. Characterization of a thrombotic state in mice developing tumors. Kinetics of thrombosis in wild-type mice or in mice developing 

Panc02-derived (Cancer Panc02) or LLC1-derived (Cancer LLC1) tumors. (A) Bleeding times were determined in wild-type mice (n = 13 mice), mice devel-

oping a Panc02 tumor (n = 11 mice), or mice developing an LLC1 tumor (n = 6 mice). (B) Thrombus formation was studied after infusion of Alexa Fluor 

660–conjugated anti-CD41 Fab fragment and Syto 62 in wild-type mice and in mice developing tumors. Injury was induced in mesenteric vessels by topi-

cal application of 10% FeCl3 for 5 min. Representative !uorescence images depicting the kinetics of thrombus formation of labeled platelet accumulation 

(white) on mesenteric arterioles (Pre, before injury). (C and D) Time to vessel occlusion reported in minutes for mesenteric arterioles (n = 13, 7, and 6 

thrombi for WT, Cancer Panc02, and Cancer LLC1, respectively; C) and venules (n = 13, 11, and 6 thrombi for WT, Cancer Panc02, and Cancer LLC1, respec-

tively; D). One injury was performed per mouse. (E) Bleeding times (in seconds) in function of the tumor volume (in mm3) in Panc02 tumor–bearing mice 

(n = 11). The linear coef"cient of determination value is represented by R2. Horizontal bars in A, C, and D indicate median values. Experiments were inde-

pendently performed at least six times (A–D) and 11 times (E). **, P < 0.01; *, P < 0.05.
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cancer cells and MPs. Our results indicate that pancreatic 

and lung cancer cells are able to shed MPs expressing TF and 

PSGL-1 on their surface. In vivo, in a mouse model of cancer, 

these MPs circulate in the blood, accumulate at the site of injury 

in a P-selectin–dependent manner, and may participate in 

As previously described by others (Milsom et al., 2007; Pawlinski 

and Mackman, 2008), we observed that cancer cells express 

active TF, demonstrating activity ranging from 7 × 10 4 pmol/

cell for the two mouse cancer cell lines tested to 17 × 10 4 

pmol/cell for human SOJ-6 cancer cells (Fig. 7 D). All MPs 

studied expressed similar concentrations of active TF (between 

2.3 × 10 4 and 4.3 × 10 4 pmol/MP). We then determined 

the activity of TF as a ratio of TF concentration to surface area 

to control for the di"erence in size between a cancer cell (di-

ameter = 20 µm) and an MP (diameter = 1 µm). Results ob-

tained show that the density of active TF is increased >100-fold 

in MPs as compared with cancer cells. (Fig. 7 D). These cancer 

cell–derived MPs were able to activate platelets and to induce 

platelet aggregation and formation of a $brin mesh after addi-

tion of platelet-poor plasma (PPP) to a washed platelet prepa-

ration (Fig. 7 E). This e"ect was slightly inhibited when a 

$brinogen-de$cient plasma was added to the platelet prepara-

tion and was abolished by using a factor VII–depleted PPP 

(Fig. 7 E). These data demonstrate that MPs activate and ag-

gregate platelets via a TF-dependent pathway in vitro.

To determine whether endogenous MPs arising from 

cancer cells accumulate in the thrombus growth via an inter-

action between PSGL-1 and P-selectin, the accumulation of 

endogenous Panc02-derived MPs was compared at the site  

of injury before and after infusion of a blocking P-selectin 

monoclonal antibody, as previously described (Falati et al., 

2003; Vandendries et al., 2007). Although accumulation of 

endogenous MPs was observed after laser- or FeCl3-induced 

injury (Fig. 8 A, left) to the mesentery, no signal corresponding 

to endogenous cancer cell–derived MPs bound to a throm-

bus was detected upon infusion of the P-selectin antibody 

(Fig. 8 A, right). The same results were observed when exog-

enous DiD-labeled cancer cell–derived MPs were infused 

into the circulation in the presence of blocking antibody (un-

published data). We conclude that cancer cell–derived MPs 

accumulate at the site of thrombus formation via interactions 

between the PSGL-1 expressed at their surface and P-selectin 

expressed on activated platelets and endothelial cells. Further-

more, the median times to occlusion in arterioles (Fig. 8 B) 

and venules (Fig. 8 C) were signi$cantly higher when cancer 

cell–derived MPs were infused in the presence of blocking 

P-selectin antibody than when they were infused alone (P < 

0.05). These results were con$rmed by determining the tail 

bleeding time, which was signi$cantly higher in the presence of 

P-selectin (P < 0.01; Fig. 8 D). Collectively, our results indicate 

that tumor-shed MPs reach the bloodstream, accumulate at the 

site of injury in a P-selectin-dependent manner, and accelerate 

thrombus growth mainly via a TF-dependent pathway.

DISCUSSION
In the present paper, we studied the role of cancer cell–derived 

MPs in thrombus formation. To characterize the throm-

botic/coagulation state in vivo, we measured the kinetics of 

thrombus formation after a chemical- or laser-induced in-

jury. We also compared the tail bleeding time of healthy 

mice, mice developing tumors, and mice after infusion of 

Figure 6. Endogenous cancer cell–derived MPs accumulate at the 
site of thrombus formation in vivo. (A) Qdot-labeled Panc02 cells (2 × 

106 cells) or Qdots alone (Control) were injected subcutaneously into the 

right "ank of a mouse. 1 wk later, "uorescent signals were detected at the 

site of injection (left), and in the mesentery before (middle panel) and after 

(right) FeCl3-induced injury. (B) Fluorescence microscopy of Panc02 cells 

overexpressing GFP before subcutaneous injection into wild-type mice.  

(C and D) 2 × 105 Panc02 cells overexpressing GFP were injected subcuta-

neously into the right "ank of a mouse. 5 wk later, the cremaster was iso-

lated and "uorescent circulating GFP-labeled MPs were detected in the 

blood microcirculation (red arrow, direction of the blood "ow; red circle, 

GFP microparticle; C) and accumulating at the site of injury in venules  

(D, left) and arterioles (D, right). All images are representative of three 

independent experiments observed for nine thrombi formed in three mice.
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cells to characterize their respective roles in the kinetics of 

thrombus formation in vivo.

Among the di!erent proteins able to activate and aggre-

gate platelets while simultaneously favoring the process of 

metastasis, TF expressed on cancer cells has been suggested to 

play a key role in the development of a cancer-associated 

thrombotic state (Riewald and Ruf, 2001; Haas et al., 2006; 

the generation of thrombin, likely via the expression of ac-

tive TF at their surface. The presence of MPs is necessary for 

the formation of a thrombotic state in vivo. Finally, our re-

sults show that cancer cells do not accumulate at the site of 

injury and do not accelerate the kinetics of thrombosis in 

our model. To our knowledge, this is the "rst study to use 

imaging of endogenous cancer cell–derived MPs and cancer 

Figure 7. Endogenous cancer-derived MPs accelerate thrombus growth through a TF-dependent pathway. (A–C) Kinetics of thrombosis in mice 

perfused with control Panc02 MPs or trypsinized Panc02 MPs (18,000 MPs/g/mouse) compared with wild-type mice. (A) Bleeding time of wild-type mice 

and of mice perfused with control MPs (WT+MPs) or trypsinized MPs (WT+trypsinized MPs; n = 6 mice for each group). Time to vessel occlusion reported 

in minutes for mesenteric arterioles (B) and venules (C; n = 6 thrombi in six mice for each group). Injury of the mesenteric vessels was induced by topical 

application of 10% FeCl3 for 5 min. Horizontal bars indicate median values. **, P < 0.01; *, P < 0.05. (D) Measurement of TF activity on the surface of can-

cer cells and MPs in pmol/cell 1 and pmol/MP 1 (left) or in pmol/mm2 (right), reported as the mean ± SD. (E) Aggregation of 2.5 × 108 human washed 

platelets/ml induced by addition of thrombin (Curve 1, red), SOJ-6 MPs (1 µg of MP-associated proteins/ml) in the absence (Curve 2, black) or presence of 

5% vol/vol ($nal) of PPP (Curve 3, blue), factor VII–depleted PPP (Curve 4, green), or $brinogen-de$cient PPP (Curve 5, gray). Experiments were indepen-

dently performed six times (A–C) and three times (D and E).
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Versteeg et al., 2008). However, no direct correlation could 

be established between the presence of TF on cancer cells and 

the development of thrombosis complications associated with 

cancer (Furie and Furie, 2006), suggesting that other impor-

tant mechanisms may link cancer and thrombosis. Recently, 

various reports have shown that the number of circulating 

MPs is increased in patients developing di!erent types of can-

cers known to be associated with a thrombotic state (Kim et al., 

2003; Del Conde et al., 2007; Zwicker et al., 2007). These 

observations suggest that MPs may play a key role in the de-

velopment of the thrombotic complications associated with 

cancer. Our results indicate that MPs derived from cancer 

cells enhance thrombus formation. The presence of PSGL-1 

targets MPs to sites of thrombosis, whereas active TF actively 

participates in the formation of the thrombus by generating 

thrombin and "brin. Two recent reports have shown, in mice 

models, a direct correlation between the size of a tumor and 

the level of TF present in cell-free plasma (Yu et al., 2005; 

Davila et al., 2008). We did not observe such correlation 

when comparing the bleeding time associated with the vol-

ume of the tumors (Fig. 5 E). Indeed, even relatively small 

tumors are su#cient enough to strongly diminish the tail 

bleeding time and the occlusion time in our model. These 

results con"rm that the presence in the bloodstream of few 

tumor-derived MPs is su#cient enough to induce a throm-

botic state in mice. Last, in the two papers, authors have not 

discriminated the origin of circulating TF that may come 

from platelets or monocyte-derived MPs. Other studies have 

previously shown that such MPs may originate from platelets 

(Hron et al., 2007; Tesselaar et al., 2007). In this study, we 

observed that the quantities of circulating platelet-, endothe-

lial cell–, and cancer cell–derived MPs are increased in mice 

developing tumors compared with healthy mice. With the 

knowledge that platelets release MPs only when they aggre-

gate (Piccin et al., 2007), it not surprising that the amount of 

circulating MPs derived from platelets increases when patients/

mice develop a thrombotic state. Indeed, this pathological 

Figure 8. Endogenous cancer-derived MPs accelerate thrombus 
formation in a P-selectin–dependent manner. (A) 2 × 105 Panc02 cells 

overexpressing GFP were injected subcutaneously into the right "ank of a 

mouse. 5 wk later, chemical injury of the mesentery was induced, and 

"uorescence was detected in the absence (left, Control) or presence of 

circulating P-selectin blocking antibody (right, P-selectin antibody; n = 6 

thrombi in three mice). (B–D). Kinetics of thrombosis in wild-type mice, 

wild-type mice infused with Panc02 MPs (WT+MPs, 0.2 µg of MP-associ-

ated proteins/g/mouse), or with Panc02 MPs plus 2 µg/g/mouse of anti 

P-selectin blocking antibody (WT+MPs+anti P-sel). Controls were performed 

by infusion of anti–P-selectin antibody into wild-type mice (WT+anti  

P-sel) or by infusing an irrelevant antibody into wild-type mice perfused 

with MPs (WT+MPs+Irr Ab). Injury of the mesenteric vessels was chemi-

cally induced, and the time to vessel occlusion for arterioles (n = 10 for 

WT, n = 7 for WT+anti Psel, n = 10 for WT+MPs, n = 7 for WT+MPs+anti 

Psel, and n = 8 for WT+MPs+Irr Ab; B) and veinules (n = 13 for WT, n = 7 

for WT+anti Psel, n = 7 for WT+MPs, n = 7 for WT+MPs+anti Psel, and  

n = 8 for WT+MPs+Irr Ab; C) was measured. (D) Bleeding times were deter-

mined for all conditions studied (n = 13 for WT, n = 7 for WT+anti Psel,  

n = 8 for WT+MPs, n = 6 for WT+MPs+Anti Psel, and n = 8 for 

WT+MPs+Irr Ab). One thrombus was performed per mouse. Horizontal 

bars designate median values. Experiments were independently performed 

three times (A) and at least seven times (B–D). **, P < 0.01; *, P < 0.05.
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at least partially, by the levels of active TF expressed by 

Panc02- and LLC1-derived MPs. Indeed, activation of the 

coagulation cascade resulting in thrombin generation is known 

to play a more important role in thrombus formation induced 

in arteries than in veins.

We demonstrated that PSGL-1 is present on the surface of 

MPs and showed that injection of a P-selectin blocking anti-

body prevents the accumulation of MPs at the site of injury 

and reduces thrombus formation. The P-selectin–PSGL-1 

axis has previously been described as being involved in the 

binding of MPs to platelets. Indeed, Falati et al. (2003) have 

previously shown that exogenous monocyte-derived MPs ex-

press PSGL-1 and bind to a growing thrombus in a P-selectin–

dependent manner in a laser injury model. We determined 

that inhibition of P-selectin did not a!ect time to occlusion 

in the FeCl3 model in healthy mice, showing that accumula-

tion of monocyte-derived MPs by the P-selectin–PSGL-1 

axis may have a minor implication when cancer-derived MPs 

are not involved in thrombus formation after a FeCl3-induced 

injury. Our results identify P-selectin as a potentially good 

pharmaceutical target for the prevention of thrombosis asso-

ciated with cancer, and may also explain why heparin, which 

binds to and blocks selectin, is much more e!ective than war-

farin, a vitamin K antagonist, in preventing thrombosis in pa-

tients su!ering from Trousseau’s syndrome (Del Conde et al., 

2007). MPs also express negatively charged phospholipids on 

their surface that may participate with TF in activation of the 

coagulation cascade. However, based on our results, the ac-

tivity of TF seems to be critical for the generation of throm-

bin. Indeed, we found that (a) in vitro TF activity per surface 

unit is 100-fold more important in MPs than in their parental 

cells (Fig. 7 D), (b) the use of factor VII–de"cient plasma 

abolishes the e!ect of MPs on platelet aggregation and the 

formation of a "brin mesh (Fig. 7 E), and (c) in vivo hydroly-

sis of the surface proteins but not the negatively charged phos-

pholipids present on MPs completely abrogated their e!ect 

on the kinetics of thrombosis (Fig. 7, A–C). Based on our re-

sults, we propose a two-step mechanism to describe the in-

volvement of cancer cell–derived MPs in thrombosis. First, 

MPs bind to the site of injury by interactions between PSGL-1 

and P-selectin present on activated platelets and endothelial 

cells. Second, MPs a!ect thrombus formation, likely via the 

expression of active TF on their surface. Other proteins and 

lipids may also be of importance in this process. Among the 

di!erent proteins expressed by cancer cell–derived MPs, feto-

acinar pancreatic protein and "bronectin were identi"ed (un-

published data; Ni et al., 2003). Both of these may play an 

important role in thrombus formation. Fetoacinar pancreatic 

protein, an onco-isoform of bile salt–dependent lipase, increases 

the kinetics of thrombus formation by binding to CXCR4 

on the surface of activated platelets (Panicot-Dubois et al., 

2007). Overall, our data provide a new molecular basis for es-

tablishing relationships between cancer and thrombosis, and 

may facilitate the development of new pharmaceutical drugs 

designed to prevent thrombosis and metastasis in patients suf-

fering from cancer.

state leads to the activation and aggregation of platelets, either 

directly via cancer cells or indirectly via production of throm-

bin by TF. Therefore, it is likely that platelet-derived MPs are 

a consequence of thrombotic complications and do not cause 

the development of this phenotype. However, platelet-

derived MPs, when present in the blood, may also participate  

in the stability of a thrombotic state associated with cancer. 

Endothelial cells activated by tumoral MPs may provide a sup-

plementary procoagulant surface by TF exposure. Although 

several reports have shown that TF is expressed on cancer cells, 

there is con#icting evidence as to the presence of this factor 

at the surface of platelets and their MPs (Furie and Furie, 

2006). To our knowledge, this is the "rst paper to demon-

strate an increase in circulating endothelial cell–derived MPs 

in association with cancer. However, previous publications 

have shown that the level of endothelial cell–derived MPs is 

increased in in#ammatory-related diseases (Combes et al., 1999; 

Chamouard et al., 2005). These MPs, by expressing proteins 

such as metalloproteases, urokinase plasminogen activator, 

and urokinase plasminogen activator receptor (Lacroix et al., 

2007), may potentially take part in and amplify the processes 

of in#ammation, angiogenesis, and "brinolysis. Further ex-

periments are needed to determine the actual role of platelet-

derived MPs in concert with cancer cell– and endothelial 

cell–derived MPs.

When cancer cells and cancer cell–derived MPs were 

infused into the circulation of a living mouse, only MPs 

were observed to accumulate at the site of a laser- or chemi-

cal-induced injury, suggesting that cancer cells may not 

participate in thrombus formation. These cells were not 

eliminated from the blood, because we were able to detect 

them circulating in the vessels (Fig. 4 C, before injury). This 

result was con"rmed by our data showing that injection of 

cancer cells did not in#uence either the kinetics of throm-

bus formation or bleeding times. Our results are consistent 

with previous observations showing that monocyte-derived 

MPs, but not their parent cells, may indeed interact with a 

growing thrombus (Falati et al., 2003). Although circulating 

cancer cells did not bind to the site of injury, they may in-

teract with the endothelium at sites of premetastatic niches 

to form sites of metastasis (Kaplan et al., 2006). Di!erent 

hypotheses may explain why MPs and not their parental 

cells bind to a growing thrombus. It is possible that this 

interaction occurs via the negative phospholipid moieties 

commonly expressed on the surface of MPs. Furthermore, 

the quantity and density of binding partners present, such as 

PSGL-1, may be more important for MPs than for their par-

ent cells. This point is illustrated by our results showing that 

even if the activity of cell TF was greater than that of the 

MP, when the results were reported per surface unit, the 

activity of TF was >100-fold higher in MPs than in cells. 

This result may also explain why the cells were not throm-

bogenic compared with MPs. In our conditions, Panc02-

derived MPs have a more dramatic e!ect on thrombosis in 

arterioles compared with venules, whereas LLC1-derived 

MPs have the opposite e!ect. This tendency may be caused, 
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as previously described (Dignat-George, 2006). L929 and J774 cells were ac-

tivated with 10 ng/ml TNF-  before MP isolation. Concentrations of MPs 

were determined by protein quanti!cation using the bicinchoninic acid assay 

(Thermo Fisher Scienti!c).

PAGE and Western blotting. SDS-PAGE performed on gels of poly-

acrylamide (7.5% acrylamide in the presence of 0.1% sodium dodecyl sulfate) 

and Western blotting were performed as previously described (Panicot-Dubois 

et al., 2007).

Flow cytometry. Platelet-free plasma (PFP) samples were prepared as pre-

viously described (Sabatier et al., 2002) using serial centrifugations and stored 

at 80°C until use. For MP labeling, 30 µl of freshly thawed PFP or of the 

MP suspension was incubated for 30 min with 10 µl FITC–annexin V or 

PE–anti–mouse monoclonal antibodies (30 µg/ml anti-CD41, 40 µg/ml 

anti–TER-119, 40 µg/ml anti-CD45, 40 µg/ml anti-CD31, or 50 µg/ml 

anti–PSGL-1). Concentration-matched PE-isotype antibodies (IgG1, clone 

R3-34; IgG2a, clone R35-95; IgG2b, clone A95-1) or annexin V–FITC 

with phosphate-bu$ered saline without calcium were used as control. Analy-

ses were performed on a &ow cytometer (Cytomics FC500; Beckman Coul-

ter) using a Megamix bead–calibrated protocol (BioCytex), as previously 

described (Robert et al., 2009). Flow-Count &uorospheres (Beckman Coul-

ter) were added to each sample to express MP counts as absolute numbers.

Fluorescence microscopy. Cells were grown up to 80% con&uence on an 

8-chamber glass slide system (Thermo Fisher Scienti!c), washed with PBS, 

and !xed for 30 min at 4°C in PBS containing 2% paraformaldehyde. Once 

!xed, cells were blocked for 1 h at 4°C with 1% BSA in PBS bu$er. Cells 

were then incubated at 4°C with the appropriate dilution of antibodies, fol-

lowed by incubation with an Alexa Fluor 488– or Alexa Fluor 594–conjugated 

secondary antibody. Between each step, cells were exhaustively rinsed with 

PBS and were observed on a microscope (Axiovert 200; Carl Zeiss, Inc.).

TF activity assays. A chromogenic assay (Actichrome TF; American Diag-

nostica Inc.) was used to analyze TF activity. TF activity was measured in cell 

or MP suspension according to the manufacturer’s instructions. Cells or MPs 

were incubated in the presence of factors VIIa and X. The reagents were in-

cubated at 37°C for complex formation to convert factor X to factor Xa, and 

the amount of Xa generated was measured by its ability to cleave a chromo-

genic substrate, spectrozyme Xa. Absorbance was read at 405 nm with a mi-

croplate reader (MR5000; Dynatech). TF concentration was determined by 

interpolation of a standard curve obtained from di$erent amounts of lipidated 

TF standards. For TF activity measurement in mouse plasma, a TF/TF path-

way inhibitor–depleted plasma was added to the reaction mixture of lipidated 

TF standards, and A405–490 was measured to calculate TF concentration.

Platelet aggregation studies. Washed platelets were obtained as previ-

ously described (Dubois et al., 2004). 2.5 × 108 washed platelets/ml were 

stirred at 37°C for 10 min in 2 × 4-channel aggregometers (Apact 4004; 

LABiTec). Positive controls were performed in the presence of 1 U/ml 

thrombin. The extent of platelet aggregation was de!ned as the percent 

change in optical density (Dubois et al., 2007).

MP half-life. The carotid arteries and jugular veins of 8-wk-old mice were 

cannulated. DiO-labeled MPs were infused in the bloodstream via the jugu-

lar veins. Blood samples were collected in sodium citrate (3.2%, 1:2 vol/vol) 

via the carotid artery catheter before MP injection and 5, 15, 30, 45, and 60 

min after injection.

Induction of ectopic tumor. For all in vivo experiments, tumor cells in 

the exponential growth phase were brie&y exposed to nonenzymatic cell dis-

sociation bu$er to dislodge the cells. They were next carefully washed, resus-

pended in PBS, and diluted to the desired cell number/inoculum. 3-wk-old 

C57BL/6 mice were injected subcutaneously into the right &ank with 2 × 

105 Panc02 cells, 2 × 105 LLC1 cells, 2 × 106 Panc02-labeled cells, or with 

MATERIALS AND METHODS
Mice. Wild-type C57BL/6J mice were obtained from Janvier. All animal 

care and experimental procedures were performed as recommended by the 

European Community guidelines and approved by the local ethical commit-

tee of the Université de la Méditerranée and the French Ministry of Agricul-

ture (agreement no. 13.382).

Antibodies and reagents. Rat monoclonal anti–mouse CD41 antibody 

(clone MWReg30) was obtained from Emfret. Fab fragments for the anti-

CD41 antibody were generated by using the immunopure Fab preparation 

kit from Thermo Fisher Scienti!c, and then conjugated to Alexa Fluor 660. 

Human -thrombin, factor VII–de!cient plasma, and sheep anti–human TF 

were obtained from Biopep. Rabbit anti–mouse TF was purchased from 

American Diagnostica Inc. PE rat anti–mouse CD41 (clone MWReg30), 

PE rat anti–mouse CD45 (clone 30-F11), PE rat anti–mouse CD31 (clone 

MEC 13.3), PE rat anti–mouse TER-119 (clone TER-119), PE rat anti–

mouse PSGL-1, blocking rat monoclonal anti–mouse P-selectin (clone 

RB40.34), and rat monoclonal anti–mouse PSGL-1 (clone 4RA10) anti-

bodies, and FITC–annexin V, PE–annexin V, and PE rat and mouse isotype 

controls were obtained from BD. Monoclonal anti-CA19.9 and anti–MUC-

1–core glycoprotein antibodies were purchased from Novocastra Labo-

ratories and were conjugated in house to Alexa Fluor 488. Irrelevant rat 

immunoglobulins were purchased from BD and SouthernBiotech. Peroxy-

dase-conjugated donkey anti–rat, donkey anti–rat–Alexa Fluor 488, donkey 

anti–sheep–Alexa Fluor 488, and donkey anti–rabbit–Alexa Fluor 594 anti-

bodies; Vybrant DiD and DiO cell-labeling solutions; the Qtracker 705 cell 

labeling kit; Alexa Fluor 594 and Alexa Fluor 660 antibody-labeling kits; 

Syto 62, Lipofectamine 2000, PLUS reagent, RPMI 1640, DMEM, and 

OptiMEM media; and penicillin, streptomycin, l-glutamine, trypsin-EDTA, 

nonenzymatic cell dissociation solution, and fungizone were obtained from 

Invitrogen. Megamix beads were purchased from BioCytex. Prostaglandin 

I2 was obtained from EMD. BSA, apyrase grade VI, Gly-Pro-Arg-Pro, and 

FeCl3 were purchased from Sigma-Aldrich. pEGFP-N1 vector was obtained 

from Clontech Laboratories, Inc. Tiro!ban (Aggrastat) was purchased from 

Iroko Pharmaceuticals.

Cell lines and culture conditions. One cell line from human pancreatic 

adenocarcinomas (SOJ-6; Fujii et al., 1990), and two cell lines from a mouse 

pancreatic adenocarcinoma (Panc02) and a Lewis lung carcinoma (LLC1) 

were studied. The Panc02 cell line has been established and described by 

Corbett et al. (1984). In brief, it is derived from a pancreatic ductal adeno-

carcinoma induced by implantation of cotton thread–carrying 3-methyl-

cholanthrene into the pancreas tissue of a C57BL/6 mouse. The LLC1 cell 

line has been established and described by Bertram and Janik (1980) and was 

obtained from the American Type Culture Collection. It is derived from a 

Lewis lung carcinoma of a C57BL mouse strain. The Panc02 cell line was 

provided by E. Beraud (Institut National de la Santé et de la Recherche 

Médicale [INSERM] UMR911, Marseille, France). L929 mouse !broblasts 

and J774 mouse macrophages were provided by F. Levy (INSERM UMR608, 

Marseille, France). SOJ-6, LLC1, L929, and J774 cells were grown in DMEM 

medium, and Panc02 cells were grown in RPMI 1640 medium. Media were 

supplemented with 10% FCS, 2 mM l-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 

µg/ml streptomycin, and 0.1% fungizone. Cells were grown at 37°C in a 

humidi!ed atmosphere with 5% CO2.

Transfection. Panc02 cells were stably transfected with the pEGFP-N1 

plasmid using Lipofectamine 2000 and PLUS reagent according to the man-

ufacturer’s recommendations. Cells were cloned as previously described 

(Panicot-Dubois et al., 2004).

Isolation of MPs. The isolation of MPs was adapted from Berckmans et al. 

(2001). In brief, cells at 80% of con&uency were incubated for 15 h in Op-

tiMEM medium. MP-rich medium was centrifuged at 1,500 g to eliminate 

cellular debris and ultracentrifuged at 20,000 g to isolate MPs. The !nal pel-

let containing MPs was resuspended in 0.5 ml PBS. Mice MPs were isolated 
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Furie. 2006b. Glycoprotein VI-dependent and -independent pathways 
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factor into developing thrombi in vivo is dependent upon microparticle 

P-selectin glycoprotein ligand 1 and platelet P-selectin. J. Exp. Med. 

197:1585–1598. 
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Eriguchi, T. Ikeuchi, and H. Uchida. 1990. Establishment and characteriza-

tion of human pancreatic adenocarcinoma cell line SOJ producing carcino-

embryonic antigen and carbohydrate antigen 19-9. Hum. Cell. 3:31–36.

Furie, B., and B.C. Furie. 2006. Cancer-associated thrombosis. Blood Cells 

Mol. Dis. 36:177–181. 

Gasic, G.J., P.A. Koch, B. Hsu, T.B. Gasic, and S. Niewiarowski. 1976. 

Thrombogenic activity of mouse and human tumors: e"ects on plate-

lets, coagulation, and %brinolysis, and possible signi%cance for metasta-

ses. Z. Krebsforsch. Klin. Onkol. Cancer Res. Clin. Oncol. 86:263–277. 

Ghosh, A., W. Li, M. Febbraio, R.G. Espinola, K.R. McCrae, E. Cockrell, 

and R.L. Silverstein. 2008. Platelet CD36 mediates interactions with 

endothelial cell-derived microparticles and contributes to thrombosis in 

mice. J. Clin. Invest. 118:1934–1943.

PBS alone for control mice. Cells were labeled with Qdots (Qtraker 705), 

DiD, or DiO according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen).

Intravital microscopy. Mice were anesthetized with an intraperitoneal in-

jection of 100 mg/kg ketamine and 12.5 mg/kg Xylazine (Bayer). The jugu-

lar vein was cannulated to maintain anesthesia by injection of 50 mg/kg 

pentobarbital injection and to infuse antibodies, cells, and MPs as needed. The 

trachea was intubated to facilitate spontaneous respiration by the mouse, and 

a thermocontrolled blanket maintained the mouse at 37°C. Cremaster and 

mesentery preparations were performed as previously described by Dubois  

et al. (2007). Intravital videomicroscopy was performed as previously de-

scribed (Dubois et al., 2007; Panicot-Dubois et al., 2007). Data were obtained 

using a microscope (BX61WI; Olympus) with a 60 × 0.9 or a 20 × 0.5 NA water 

immersion objective. Alternatively, a %bered $uorescence microscopy imag-

ing system (Cellvizio; Mauna Kea Technologies) was used to image platelets. 

The optical probe used in this study has a tip diameter of 4.2 mm (MiniO/100; 

Mauna Kea Technologies), providing images below the surface of biological 

tissue and at a depth 100 ± 5 µm, with a lateral resolution of 1.8 µm.

FeCl3-induced injury. The FeCl3-induced model of thrombosis has been 

shown to cause substantial damage to the endothelium and exposure of un-

derlying collagen (Dubois et al., 2006b). Vessel injuries were generated by us-

ing a 1 × 2–mm %lter paper soaked with a 10% FeCl3 solution and placed over 

the vessel for 5 min, as previously described (Dubois et al., 2006b). Platelet 

accumulation at the site of injury was detected by infusion in blood circula-

tion of 250 ng/g/mouse of anti-CD41 Fab fragment coupled with Alexa 

Fluor 660 for 35 min or until blood $ow cessation lasted for >10 s (occlusion). 

Typically, one venous and one arterial injury were performed per mouse.

Laser-induced injury. Vessel-wall injuries were induced with a nitrogen 

dye laser (Micropoint; Photonics Instruments) focused through the micro-

scope objective, parfocal with the focal plane and aimed at the vessel wall, as 

previously described (Dubois et al., 2006b; Dubois et al., 2007). Typically, 

one or two pulses were required to induce vessel wall injury.

Tail bleeding time. Tail bleeding times were performed as previously de-

scribed on anesthetized 8-wk-old mice (Dubois et al., 2007).

Statistics. Signi%cance was determined by a paired two-tailed Student’s  

t test for the in vitro experiments and by Wilcoxon’s rank-sum test for the in 

vivo experiments. The di"erence was considered signi%cant at P < 0.05.

Online supplemental material. Fig. S1 shows the box plot distribution of 

CD31+CD41  MPs and TER119+ MPs in healthy and tumor-bearing mice 

(data are from Table I). Online supplemental material is available at http://

www.jem.org/cgi/content/full/jem.20082297/DC1.
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  Figure S1.   Statistical distribution of endothelial cell– and erythrocyte-derived MPs in healthy and cancer-bearing mice.  (A and B) Ranges 

of observed numbers of MPs (×10 6 /liter  2 1  plasma) represented by box plot. The red rhombs inside boxes represent the median number of events. The 

boxes represent the interquartile range (50% of values). Tails extend to values within 1.5× the interquartile range. CD31 + CD41  2   MPs (A) and TER119 +  

MPs (B) are shown. The red dots represent an outlier >1.5× the interquartile range. Experiments were independently performed at least seven times. †, 

difference between mice developing a pancreatic cancer and healthy mice; ‡, difference between mice developing a lung cancer and healthy mice.   
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Summary 
Endothelial microparticles (EMP) are complex vesicular structures that 

can be shed by activated or apoptotic endothelial cells. EMP are 

composed of a phospholipid bilayer that exposes transmembrane pro-

teins and receptors and encloses cytosolic components such as 

enzymes, transcription factors and mRNA derived from their parent 

cells. Thus, EMP behave as biological conveyors playing a key role in the 

tuning of vascular homeostasis. This review focuses on the multifaceted 

roles of EMP, notably in coagulation, inflammation and angiogenesis 

and also on the mechanisms that trigger their formation. In this con-
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text, EMP could compromise vascular homeostasis and then represent 

key players in the pathogenesis of several inflammatory and thrombotic 

diseases. Consequently, elucidating their role and their mechanisms of 

formation will bring new insights into the understanding of endothe-

lial-associated diseases. Moreover, in the future, it can open novel 

therapeutic perspectives based on the inhibition of EMP release.  
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Introduction 

It is now well established that disruption of endothelial integrity 
represents a crucial event in the initiation and development of car-
diovascular diseases. The endothelium is able to respond to physi-
cal and chemical signals by production of a wide range of factors 
that regulate vascular tone, thrombo-resistance, cell proliferation 
and vessel wall inflammation. In addition to these soluble mol-
ecules, the endothelium can shed microparticles (MP) as a result of 
cell activation or apoptosis. Since the first description of MP as 
circulating ‘dust’ in 1967 (1), numerous studies have reported the 
in vitro release of MP from different subtypes and their presence in 
human plasma. MP were defined as small vesicular structures with 
an heterogeneous diameter (from 0.1 to 1 micron), resulting from 
the remodelling of membrane phospholipids and expressing phos-
phatidylserine (PS) and antigens representative of their parent 
cells. MP harbouring endothelial-associated molecules were ident-
ified both in vitro and in human plasma and therefore, were called 
endothelial-derived MP (EMP). Moreover, the exposure of pro-
coagulant phospholipids and specific receptors at their surface also 
indicate that EMP behave as bio-messengers linking inflam-

mation, thrombosis and angiogenesis. This brief review summa-
rises the mechanisms leading to EMP formation, their structure 
and function relationship as well as their physiopathological in-
volvement in vascular homeostasis. 

Mechanisms of EMP formation  

The current knowledge on EMP formation derives mainly from 
experiments on isolated or cultured endothelial cells. Indeed, in 

vivo mechanisms involved in EMP generation still remain mostly 
unclear. 

Remodelling of membrane phospholipids  

Under physiological conditions, cell membrane is defined by an 
asymmetric distribution of negative phospholipids being se-
questred into the inner leaflet of the membrane. Disruption of 
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phospholipids asymmetry is a universal feature of cells undergoing 
activation or apoptosis, leading to exposure of phosphatidylserine 
(PS) on the outer leaflet as a consequence of the calcium-depend-
ent activation of scramblase and floppase/ABC1 and the inhibition 
of translocase/flippase activities (2–4). Moreover, MP formation 
and shedding necessitate modifications in cell structural architec-
ture involving disruption of cytoskeleton protein organisation. Al-
together, these events lead to plasma membrane budding, 
formation of membrane blebs and MP release into the extracellu-
lar fluid. 

Inducers of endothelial vesiculation 

Cultured endothelial cells can release EMP after activation by a 
variety of prolonged stimuli, essentially inflammatory stimuli. 
Combes et al. first described the generation of EMP from human 
umbilical endothelial cells (HUVECs) stimulated by tumour ne-
crosis factor-α (TNF-α) (5). Inflammatory cytokines (6), bacterial 
lipopolysaccharides, reactive oxygen species (6), plasminogen acti-
vator inhibitor (7), thrombin (8), camptothecin (9), C-reactive 
protein (10) and ureamic toxins (11) are also able to induce EMP 
generation in vitro. 

The in vivo mechanisms of EMP release were documented 
through a recent study showing that low shear stress is associated 
with in vivo EMP release in end-stage renal disease (12).  

Molecular mechanisms involved in EMP release 

Very few studies have analysed the intrinsic mechanisms leading to 
the formation and release of MP from endothelial cells. A study 
based on gene profiling analysis has identified an original pathway 
of endothelial vesiculation induced by thrombin, involving an ac-
tivation of the Rho-kinase ROCK-II by caspase 2 in the absence of 
cell death (8). This mechanism of EMP generation depends on the 
nuclear factor (NF)-κB activation and proceeds with several steps: 
a first phase that occurs early after thrombin binding to its receptor 
PAR-1, and a second phase that depends on transcriptional events 
mediated by thrombin and involving TRAIL/Apo2L, a cytokine 
that belongs to the TNF-α superfamily (13). This pathway implies 
the soluble form of TRAIL, secreted by endothelial cells under 
thrombin- or inflammatory- stimulation. The interaction between 
sTRAIL and its endothelial receptor TRAIL-R2 initiates the re-
cruitment of death-domain-containing adaptor proteins TRADD 
and then TRAF2, RIP1 and NF-κB, which participate to EMP re-
lease. Moreover, the engagement of this signalling pathway con-
trols the thrombin-mediated up-regulation of the inflammatory 
mediators ICAM-1 and IL-8 (13). Moreover, gene profiling also 
identified IL-1 and IL-1Ra as additional players of thrombin-in-
duced EMP. Indeed, thrombin stimulation of HMEC-1 resulted in 
an increase in IL-1R1 expression, a concomitant decrease in IL-1Ra 
and a low secretion of IL-1 (PFig. 1A). Thrombin-induced EMP 
release was inhibited by specifically silencing of IL-1R1 or IL-1 
(Fig. 1B). The engagement of IL-1R1 resulted in the recruitment of 

Figure 1: Involvement 

of IL-1 and IL-1R1 in 

EMP generation me-

diated by thrombin.  

A) Time-dependent 

mRNA expression of 

IL-1R1 and IL-Ra in 

HMEC-1 in response to 

thrombin stimulation.  

B) EMP generation by 

thrombin in HMEC-1 

transiently transfected 

with IL-1 or IL-1R1 

siRNA. C) EMP gener-

ation by thrombin after 

engagement of IL-1R1 in 

HMEC-1 specifically 

knocked-down for TRAF6 

and IRAQ-1 (n=3). 
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adaptors proteins TRAF6 and IRAQ1 that transduced a signalling 
pathway leading to amplification of EMP release by thrombin (Fig. 
1C). Consequently, the inflammatory mediators regulated by 
thrombin are key partners linking coagulation and inflammation, 
and represent an autocrine pathway that amplifies endothelial ve-
siculation (PFig. 2).  

Whether intracellular pathways regulating EMP release and the 
general inflammatory response can be related remains an open 
question. A recent study identified p38 mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) as a critical molecule in the production of pro-in-
flammatory EMP (14). Indeed, the authors showed that EMP trig-
gered by TNF-α activation induced an increase of soluble ICAM-1 
from endothelial cells, thus providing a paracrine loop enhancing 
the endothelial response to inflammation. 

Another open question is whether EMP released from apop-
totic cells differ in lipid and protein composition from those shed 
following cell activation, and could possibly have different physio-
logical effects. Blebbing of the cellular membrane occurs rapidly 
after cells enter the apoptotic process. Bleb formation depends 
upon actin cytoskeleton and actin-myosin contraction, which is 
regulated by caspase3-induced Rho Kinase I and II activation (8, 
15, 16). Rho kinase activation is required for re-localisation of 
DNA fragments from the nuclear region to membrane blebs, sug-
gesting that MP from apoptotic cells may contain nuclear materi-
al (15, 17, 18). Among the classical apoptosis mechanisms, the sig-
nalling pathways controlling EMP formation still remain mostly 
unknown. It has been suggested that EMP generated in response to 
apoptosis are more likely to express the constitutive endothelial cell 
marker PECAM-1, whereas EMP released by endothelial cell acti-
vation are characterised by increased expression of inducible en-
dothelial markers such as CD62E (19, 20). Due to this difference, 
the analysis of EMP phenotypic signatures could provide clinically 
useful information on the status of the endothelium. 

EMP structure and functions 

EMP composition 

Endothelial-derived microparticules are complex vesicular struc-
tures that express a large repertoire of molecules representative of 
their parent cells. Their composition may vary depending upon the 
cell they originate from and the type of stimulus that caused their 
formation (21, 22). EMP harbour at their surface a panel of phos-
pholipids and proteins including oxidised bioactive lipids, mem-
brane receptors controlling the coagulation equilibrium (23–27) 
(endothelial protein C receptor [EPCR], thrombomodulin [TM] 
and tissue factor [TF]), adhesion molecules (5) (intercellular cell 
adhesion molecule-1 [ICAM-1], platelet endothelial cell adhesion 
molecule-1 [PECAM-1], vascular cell adhesion molecule 
[VCAM-1], endothelial-selectin [E-selectin]). In addition, 
enzymes such as matrix metalloproteases (MMP) (28), nicotina-
mide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase (29) or 
proteolytic systems such as urokinase plasminogen activator/uPA 
receptor (uPA/uPAR) plasminogenic activity (30) and also growth 
factor receptors (19, 31) (endoglin, Hedgehog morphogen [32]) 
are also expressed on EMP surface. Presence of immunoglobulins, 
complement molecules or major histocompatibility complex 
(MHC) molecules were also reported at the MP surface (33–35). 
Moreover, recent studies have demonstrated that MP can enclose 
transcription factors, mRNA and microRNA (36–41), suggesting a 
possible regulatory role for MP. All together, the phospholipids, 
proteins, receptors and genetic information are selectively sorted 
during the vesiculation process. This selective enrichment of sur-
face molecules may be due to the accumulation of membrane li-
pids and proteins in cholesterol-rich raft domains prone to bleb-
bing during MP formation. Thus, EMP released after endothelial 
cell activation or apoptosis could not only be considered as 

Figure 2: Mechanisms 

of EMP formation. 

Thrombin stimulation of 

endothelial cells induces 

a complex release of 

EMP that requires kinase 

and NF-kB activation, 

and the expression of 

pro-inflammatory cyto-

kines, which amplifies 

the endothelial vesicu-

lation. 
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«miniature versions of endothelial cells» but also as specific bio-
logical entities by their capacity to enrich specific molecules from 
parent cells and then to display different properties.  

Expression of this large repertoire of molecules supports the 
multifaceted functions of EMP. In this section, we will summarise 
the proposed functions of EMP, in vascular homeostasis, that de-
rived from in vitro and in vivo observations (PFig. 3). 

Role of EMP in thrombosis 

A direct consequence of PS expression on EMP is that PS can bind 
to coagulation factors and promote their activation, consistent 
with a pro-coagulant potential for EMP. In addition to PS expo-
sure, EMP harbour tissue factor (TF), the initiator of the extrinsic 
coagulation pathway, suggesting that EMP could promote the as-
sembly of clotting enzymes leading to thrombin generation. This 
capacity of EMP to mediate thrombin generation was first demon-
strated by the reduction of the clotting time of normal plasma in-
cubated with increasing amounts of EMP released in vitro (5). The 
pro-coagulant activity of EMP was then confirmed by the demon-
stration that EMP from activated cells triggered TF-dependent 
thrombin formation in vitro and thrombus formation in vivo (42). 
Moreover, the contribution of endothelial cells to the circulating 
pool of TF-bearing MP was demonstrated in patients with endot-
oxaemia (43) and intravascular coagulopathies (27). Pro-coagu-
lant EMP have also been found in atherosclerotic plaques (44, 45) 
and in patients with acute coronary syndrome (46). Thus, by ex-
posing PS and TF, EMP behave as biological vectors in the dissemi-
nation of pro-coagulant potential. However, recent studies dem-
onstrated that EMP can also expose endothelial protein C receptor 
and exhibit anticoagulant properties (25, 26), suggesting that EMP 
participate in the tuning of the pro-coagulant / anti-coagulant 
equilibrium. 

Moreover, because of the expression of endothelial adhesive 
molecules, EMP can bind to other cell types and transfer bioactive 
molecules such as TF (31), so participating to the dissemination 

and amplification of pro-inflammatory and pro-coagulant re-
sponses. Indeed, it was reported that TF-positive EMP bind to the 
monocytic cell line THP-1 and then induce monocyte TF ex-
pression and pro-coagulant activity (31). A possible TF transfer 
from TF-bearing EMP to activated platelets could be also involved 
in this pro-coagulant response, since such a mechanism was re-
ported for TF-exposing leukocyte MP (47). Consequently, EMP 
can induce pro-coagulant pathways leading to thrombin gener-
ation, directly due to their intrinsic TF and PS-dependent pro-co-
agulant activity, but also indirectly, through dynamic interactions 
with monocytes able to trigger TF-dependent pathways. As a 
whole, EMP can amplify the bi-directional relationship between 
inflammation and thrombosis by conveying cell information.  

Involvement of EMP in the tuning of angiogenesis 

Besides their pro-coagulant activity, EMP also behave as a surface 
supporting plasmin generation by expressing the urokinase-type 
plasminogen activator (uPA) and its receptor (uPAR) (30), which 
could counteract the thrombin generated by EMP. In this context, 
EMP support a link between haemostasis and angiogenesis. In-
deed, the plasminogen activation system plays a pivotal role in 
maintaining vascular patency and facilitating cell migration and 
angiogenesis. This proteolytic potential affects the angiogenic po-
tential of endothelial progenitor cells (30). By conveying plasmin, 
EMP activate matrix metalloproteases (MMP) which are involved 
in the extracellular matrix degradation and the release of growth 
factors that play a crucial role in tissue remodelling, angiogenesis 
and cancer spreading. Other in vitro studies provided evidence that 
EMP convey angiogenic messages supported by proteases belong-
ing to the MMP family (28) but also by a horizontal transfer of 
mRNA, able to activate a pro-angiogenic program in endothelial 
cells (37). These findings were confirmed in vivo by a recent study 
demonstrating that EMP derived from ischaemic muscle promote 
in vitro endothelial proliferation and in vivo post natal vasculogen-
esis (29). However, the involvement of EMP in angiogenic re-

Figure 3: EMP harbour a panel of recep-

tors, enzymes and molecules which confer 

them a role in coagulation, inflammation, 

angiogenesis and immune regulation . TF, 

tissue factor; TM, thrombomodulin; EPCR, 

endothelial protein C receptor; uPAR, 

urokinase plasminogen activator recep-

tor; uPA, urokinase plasminogen acti-

vator; FcR, Fc receptor; MHC, major histo-

compatibility complex; E-selectin, en-

dothelial selectin; ICAM-1, intercellular 

cell adhesion molecule-1; VCAM-1, vascu-

lar cell adhesion molecule-1; PECAM-1, 

platelet endothelial cell adhesion mol-

ecule-1; MMP, matrix metalloproteases. 



© Schattauer 2010 Thrombosis and Haemostasis 104.3/2010

5 Leroyer et al. Endothelial-derived microparticles

sponse and vascular repair is still controversy. For example, Me-
zentsev et al. demonstrated that EMP reduced endothelial prolifer-
ation as well as formation of new vessels in vitro (48). Taraboletti et 
al. reported that MP isolated from HUVECs promoted formation 
of capillary-like structures by endothelial cells in low concen-
trations whereas high levels of EMP abolished angiogenesis (28). 
Consequently, the pro-angiogenic role of EMP and its associated 
mechanisms need to be further elucidated, and will open new per-
spectives for MP pathological implications. Indeed, EMP could be 
endogenous survival signals responsible of vascular repair in is-
chaemic tissues. However, promotion of angiogenic response may 
also have deleterious effects in cancer spreading, proliferative dia-
betic retinopathy (49) or atherosclerotic plaque destabilisation by 
promoting intraplaque neovascularisation (50). 

Role of EMP in vascular tone  

EMP have also been reported to be critical inducers of endothelial 
dysfunction, both in vitro and in vivo. Indeed, total plasma MP im-
pair the release of nitric oxide (NO) from vascular endothelial 
cells, which was observed on isolated arteries exposed in vitro to 
circulating concentrations of MP from patients with acute coron-
ary syndromes, end-stage renal failure or preeclampsia, but not 
with MP from healthy subjects (51–53). It was shown that EMP 
subpopulation levels were correlated with endothelial dysfunction 
in patients with chronic renal failure (51). These data identify EMP 
not only as bystanders but also as mediators of endothelial dys-
function, by direct alteration of NO production and impairment 
of endothelium dependent vasorelaxation. 

Role of EMP in cell survival 

Abid-Hussein et al. demonstrated that EMP could play a role in cell 
survival. Indeed, they showed that EMP release can protect en-
dothelial cell apoptosis, diminishing levels of caspase-3 in cultured 
endothelial cells by enclosing caspase-3 during vesiculation (54). 
In a more recent study, they demonstrated that statins improve the 
overall condition of the remaining vascular endothelium by facili-
tating this EMP release in vitro (55). Nevertheless, the effect of sta-
tins on EMP release is still a matter of debate (56, 57). Finally, EMP-
associated EPCR could also promote cell survival by induction of 
cytoprotective and anti-inflammatory effects (25).  

Role of EMP in the transfer of cell information  

The mechanisms by which MP exert an effect on their target cells 
remain mostly unknown. It is not known yet whether they act on 
surrounding cells by a paracrine pathway or cell-to-MP contact. 
Some studies indicated that MP operate by transferring proteins to 
the surface of endothelial cells (58, 59). Other studies suggested 
mechanisms similar to phagocytosis involving either scavenger re-
ceptors or phosphatidylserine receptor (60). Also membrane 
fusion between MP and target cells might trigger cell activation. 
Finally, more recent studies bring new insights into these mechan-
isms showing that MP are able to transfer their RNA content and 
specially their microRNA to endothelial cells, so modulating the 
response of the target cells (38, 41, 61, 62). 

On the one hand, EMP can promote beneficial effects on vascu-
lar repair and cell survival, but on the other hand, they could initi-

Figure 4: EMP 
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 inflammation and co-
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ate and perpetuate endothelial dysfunction as well as coagulation 
dissemination. Consequently, pathophysiological functions at-
tributed to EMP may contribute to the tuning of vascular homeos-
tasis (PFig. 4).  

EMP pathological implications 

Increased EMP levels in diseases 

Because EMP can compromise vascular homeostasis, they may 
represent new players in the initiation / amplification of several in-
flammatory and thrombotic diseases. Circulating EMP are detect-
able in the plasma of healthy subjects and their amount increase 
under pathological conditions associated with increased throm-
botic risk and endothelial dysfunction. Thus, elevated levels of 
EMP were reported in acute coronary syndromes (46, 63, 64), 
acute ischaemic stroke (65, 66), diabetes (67–70), metabolic syn-
drome (71), severe hypertension with endorgan damage (72–74), 
thrombotic thrombocytopenic purpura (75), antiphospholipid 
syndrome (76, 77), lupus anticoagulant (5), vasculitis (78), chronic 
venous insufficiency (79), venous thromboembolism (80), par-
oxysmal nocturnal haemoglobinuria (81), all conditions defined 
by deregulated inflammatory and homeostatic responses. 

Relationship between EMP levels and endothelial 
dysfunction  

The release of EMP has also been associated with endothelial dys-
function assessed by abnormal flow mediated dilatation in patho-
logical settings such as end stage renal failure or preeclampsia (51, 
82) but also in obese women (83) and multiple sclerosis (84). Ac-
cumulating evidence showing pro-coagulant, pro-inflammatory 
and pro-angiogenic role for EMP indicate that EMP not only con-
stitute an emerging marker of endothelial injury useful to identify 
patients with vascular risk, but can also be considered as patho-
genic vectors. Accordingly, sustained elevated amount of EMP 
after myocardial infarction or diabetes are indicative of a poor 
clinical outcome (85). In a recent study, EMP levels were reported 
to be an independent predictor of the presence of coronary artery 
disease (69).  

EMP as biomarkers of vascular risk  

Accumulating data showed that elevated levels of EMP have been 
detected in several diseases, particularly cardiovascular diseases in-
cluding acute coronary syndrome (46, 63, 64), stroke (65, 66) and 
hypertension (73), but also in other vascular settings associated 
with a thrombotic propensity (86). Elevated EMP are associated 
with most of the cardiovascular risk factors such as obesity, hyper-

tension, diabetes (87), and appear indicative of a poor clinical out-
come. In the future, provided that standarisation of available 
methodologies could be achieved, EMP measurement will offer 
new perspectives to assess vascular risk. Indeed, EMP measure-
ment remains a technical challenge due to the lack of standard-
isation. First, several pre-analytical variables such as blood collec-
tion, sample processing, transportation and centrifugation may 
have a major impact on MP measurement. Second, flow cytometry 
measurement presents some limitations such as threshold for par-
ticle size detection or standardised instrument settings. However, 
this limit will be overcome with the new generation of flow cyto-
meters. Moreover, the choice of specific antibodies against en-
dothelial antigens is critical for EMP quantification in pathological 
settings (88, 89). Therefore, developing standardised protocols for 
EMP measurement is a prerequisite for the full definition of their 
clinical interest as prognosis markers. 

Moreover, another critical point, still debated, is whether EMP 
can be considered as a cause or a consequence in these diseases. In 
patients with end-stage renal disease, it was recently suggested (90) 
that EMP could both reflect and induce endothelial dysfunction. 
Indeed, EMP could promote vascular dysfunction by decreasing 
NO production, and thus trigger the disease. On the other hand, 
patients with end-stage renal failure present low shear stress and 
increased concentrations of uremic toxins, both participating in 
endothelial vesiculation.  

EMP as new therapeutic targets? 

The recognition of EMP as vectors in the transcellular exchange of 
pathogenic information offers new pharmacological perspectives. 
Indeed, several therapies beneficial in cardiovascular disorders 
were reported to reduce circulating MP levels. For example, type 2 
diabetic patients treated with the calcium antagonist nifepidine 
showed a reduced level of platelet-, monocyte- and endothelial-cell 
derived MP (91). Administration of benidipine, another channel 
calcium blocker, decreased concentrations of EMP in hypertensive 
patients with type 2 diabetes (92). Moreover, diabetic patients 
treated with eicosapentaenoic acid showed a significant decrease of 
their EMP plasma concentrations (93). In patients with metabolic 
syndrome, pioglitazone administration diminished EMP levels 
(94). Intra-vitreal anti-VEGF injection decreased vitreous EMP 
shed following proliferative diabetic retinopathy (49). Thus, these 
studies bring new insights into the understanding of the mechan-
isms of EMP generation and the development of associated dis-
eases. 

In conclusion, EMP can be considered as complex structures 
expressing a large repertoire of endothelial molecules and biologi-
cal functions that are related to their potential involvement in the 
tuning of vascular homeostasis. The notion that EMP are con-
veyors of biological activities with major role in inflammation, 
thrombosis and angiogenesis is an exciting prospect. However, 
proof of this concept remains to be fully established in vivo using 
animal models, a critical step to better understand the pathophysi-
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r é s u m é

L’exposition à des processus délétères d’origine métabolique, infectieuse, autoimmune ou mécanique
altère l’endothélium qui progresse vers une activation proinflammatoire et procoagulante, une sénes
cence accélérée et une mort par apoptose. Cette « réponse à la lésion » de l’endothélium joue un rôle
majeur dans l’initiation et le développement des maladies cardiovasculaires. Au cours des dix dernières
années, l’identification dans le sang périphérique de cellules endothéliales matures (CEC) et de micropar
ticules (MPE) reflétant les processus de lésion de l’endothélium a ouvert la voie à de nouvelles méthodes
d’exploration non invasives. En effet, ces biomarqueurs sont associés à la plupart des facteurs de risque
cardiovasculaire, sont corrélés à des marqueurs établis de dysfonction endothéliale et constituent des
indicateurs de mauvais pronostic. De plus, ils représentent des vecteurs biologiquement actifs capables
de transmettre des signaux délétères dans le compartiment vasculaire. Plus récemment, ce concept a été
revisité par la découverte d’un puissant mécanisme de réparation, basé sur la mobilisation à partir de
la moelle osseuse, de progéniteurs endothéliaux (PEC) capables de régénérer les cellules endothéliales
lésées. Les facteurs de risque cardiovasculaires altèrent le nombre et les propriétés fonctionnelles de ces
PEC. Le rôle critique de l’équilibre lésion/régénération dans l’homéostasie vasculaire permet aujourd’hui
d’intégrer CEC, MPE et PEC dans un phénotype endothélial définissant la « vasculocompétence » à l’échelle
individuelle. La standardisation des méthodes disponibles pour l’étude de ces biomarqueurs endothéliaux
émergeants est un prérequis majeur pour confirmer leur intérêt dans la définition du risque vasculaire
et l’évaluation de thérapeutiques ciblées sur le vaisseau.
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a b s t r a c t

Exposure to deleterious processes of metabolic, infectious, autoimmune or mechanical origin, alters the
endothelium which progresses towards a proinflammatory and procoagulant activation, senescence and
apoptosis. This “response to injury” of the endothelium plays a key role in the initiation and progression of
cardiovascular disorders. In the last 10 years, identification in peripheral blood of circulating endothelial
cells (CEC) and endothelialderived microparticles (EMP) reflecting endothelium damage has led to the
development of new noninvasive methods for endothelium exploration. Indeed, these biomarkers were
associated with most of the cardiovascular risk factors, were correlated with established parameters
of endothelial dysfunction, and were indicative of a poor clinical outcome. Moreover, they behave as
biological vectors able to disseminate deleterious signals in the vascular compartment. More recently,
this concept has been enlarged by the discovery of a potent repair mechanism based on the recruitment
of the circulating endothelial progenitors cells (EPC) from the bone marrow, able to regenerate injured
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endothelial cells. Cardiovascular risk factors alter EPC number and function. Because the damage/repair
balance plays a critical role in the endothelium homeostasis, CEC, EMP and EPC could be combined in an
endothelium phenotype that defines the “vascular competence” of each individual. In the future, progress
in standardization of available methodologies to measure these emerging biomarkers is a crucial step
to establish their clinical interest for assessment of vascular risk and monitoring of vasculardirected
therapeutics.

© 2010 Société nationale française de médecine interne (SNFMI). Published by Elsevier Masson SAS. All
rights reserved.

1. Introduction

De part sa position anatomique, l’endothélium vasculaire sert
d’interface entre le sang et les tissus. Il constitue de ce fait la cible
privilégiée de stimulations physiopathologiques et joue un rôle
essentiel dans la régulation du tonus vasomoteur, de l’hémostase,
de l’inflammation et de la croissance vasculaire. Les données accu
mulées ces 20 dernières années ont clairement démontré qu’en
l’absence de régulation adaptive, les altérations de l’endothélium
jouent un rôle majeur dans l’initiation et le développement des
maladies cardiovasculaires (MCV) [1]. Ce rôle clé de l’endothélium,
comme cible et acteur des pathologies vasculaires, a motivé le déve
loppement de méthodes d’exploration du vaisseau, une des limites
étant le caractère difficilement accessible de l’endothélium. Ces
méthodes consistent soit à évaluer directement la fonctionnalité de
l’endothélium, soit à mesurer des biomarqueurs circulants reflétant
les altérations de son intégrité. Le premier groupe inclut la mesure
de la vasodilatation dépendante de l’endothélium, de la rigidité
artérielle et de la propagation de l’onde de pouls [2]. La seconde
catégorie comprend tout un panel de marqueurs solubles en rela
tion avec les principales fonctions régulatrices de l’endothélium
comme l’hémostase (facteur von Willebrand [vWF], facteur tissu
laire [FT], thrombomoduline, activateur tissulaire du plasminogène
[tPA], inhibiteur de l’activation du plasminogène de type 1 [PAI
1]), l’inflammation (molécule d’adhérence intercellulaire de type 1
[ICAM1], molécule d’adhérence des cellules vasculaires de type
1 [VCAM1], Esélectine, Psélectine. . .) ou le tonus vasomoteur
(oxyde nitrique, endothéline, prostacycline. . .). Toutefois, malgré
la simplicité de leur dosage, ces marqueurs se sont montrés déce
vants par manque de spécificité pour les réponses endothéliales, ce
qui limite leur intérêt dans la pratique clinique. Plus récemment, la
mise en évidence, dans le sang périphérique, de souspopulations
cellulaires dérivées de l’endothélium, a conduit à une nouvelle
vision de l’endothélium : celle d’un tissu dynamique, en équilibre
avec un compartiment circulant, reflétant les processus de lésion
et de régénération de l’arbre vasculaire. Ce compartiment circulant
donne accès à une troisième catégorie de biomarqueurs cellulaires
comportant les cellules endothéliales circulantes (CEC), les micro
particules (MPE) et les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC)
[3]. Cette revue a pour but de définir chacun de ces marqueurs, de
faire le point sur les méthodes actuelles permettant de les mesurer
et sur leur intérêt respectif pour évaluer l’intégrité endothéliale de
manière spécifique et non invasive. Cette revue discute également
l’intérêt potentiel de ces biomarqueurs émergeants dans la défini
tion ou prédiction du risque vasculaire et dans la prise en charge
thérapeutique.

2. Lésion et régénération de l’endothélium : la théorie de la
réponse à la lésion revisitée

Longtemps considéré comme une monocouche de cellules tapis
sant l’arbre vasculaire, l’endothélium est reconnu aujourd’hui
comme une interface dynamique, capable de répondre à des
contraintes physiques mais aussi à des stimulations autocrines
ou paracrines résultant d’interactions avec des cellules et des

molécules circulantes. Cette capacité de l’endothélium à s’adapter
aux conditions physiologiques le rend aussi particulièrement sen
sible aux modifications pathologiques. Ainsi, selon la théorie de
la réponse à la lésion de Russel Ross, les atteintes mécaniques ou
l’exposition chronique de l’endothélium à des facteurs de risque
altèrent les propriétés de régulation de l’endothélium, qui va
progressivement évoluer vers une activation proinflammatoire,
une sénescence et une apoptose [4]. Ainsi, l’endothélium stimulé
s’engage dans un spectre complexe de réponses délétères regrou
pées sous le terme de dysfonction endothéliale qui participent à
la perte de son intégrité. Ces réponses comprennent la forma
tion de microparticules, qui résultent de processus d’activation
ou d’apoptose [5], et l’apparition de cellules endothéliales qui se
détachent de la paroi vasculaire [6]. Plus récemment, cette théo
rie de la réponse à la lésion a été revisitée par la découverte
d’un puissant mécanisme de réparation basé sur la mobilisation
de progéniteurs endothéliaux. Les travaux pionniers d’Asahara et
al. [7] ont clairement établi que les PEC représentent un méca
nisme complémentaire de l’angiogenèse pour assurer la réparation
endothéliale. Recrutées à partir de la moelle osseuse, ces cellules
sont capables de se différencier en cellules matures et de res
taurer l’intégrité endothéliale. Au total, ce spectre complexe de
réponses endothéliales peut être intégré dans une triade dyna
mique « activation/lésion/régénération » qui a fait évoluer notre
vision de la biologie endothéliale.

3. Biomarqueurs endothéliaux de la lésion et de la
régénération endothéliale

L’évolution des connaissances sur la physiopathologie de la
réponse endothéliale s’est accompagnée du développement de
nouvelles méthodes d’explorations non invasives basées sur la
mesure des CEC, des MPE et des PEC. Leurs caractéristiques com
parées sont résumées dans le Tableau 1.

4. Cellules endothéliales circulantes

En 1970, c’est sur des critères morphologiques que les CEC ont
été décrites dans le sang périphérique par Bouvier et Lhadovec.
Grâce au développement d’anticorps monoclonaux spécifiques,
les CEC ont été caractérisées sur des critères immunologiques en
1992, chez des patients subissant une angioplastie coronaire, et
ainsi identifiées comme un marqueur du traumatisme secondaire
à l’agression mécanique de l’endothélium [6]. Les CEC sont définies
comme des cellules matures détachées de la paroi vasculaire [8].
Elles présentent une taille hétérogène (de 10 à 50 mm), expriment
des marqueurs endothéliaux (vWF, CD31, CD144, CD146) mais sont
négatives pour les marqueurs leucocytaires [9]. Par opposition aux
PEC, elles n’expriment pas de marqueur d’immaturité comme le
CD133 et sont incapables de donner naissance à des colonies de
cellules à haut potentiel prolifératif.

Les CEC appartiennent à la catégorie des évènements rares pré
sents dans le sang périphérique. La technique de référence pour leur
numération est l’immunoséparation magnétique (IMS) [10]. Cette
méthode combine une première étape d’enrichissement grâce à



Pour citer cet article : Sabatier F, et al. Cellules endothéliales circulantes, microparticules et progéniteurs : vers la définition de la
« vasculocompétence ». Rev Med Interne (2010), doi:10.1016/j.revmed.2010.03.341

ARTICLE IN PRESS
G Model

REVMED3865; No. of Pages 10

F. Sabatier et al. / La Revue de médecine interne xxx (2010) xxx–xxx 3

Tableau 1

Caractéristiques comparées des CEC, MPE et PEC.

CEC MPE PEC

Origine Paroi du vaisseau sanguin Paroi du vaisseau sanguin
CEC ? PEC ?

Moelle, autres niches PEC précoces

Morphologie Cellules matures
15–50 mm de diamètre

Vésicules dérivées de l’endothélium de
diamètre 0,1 à 1 mm

Cellules immatures de
diamètre < 15 mm

Phénotype CD31+, CD105+, CD146+
Ulex Europaeus lectin+, vWF+
eNOS+
CD45−, CD133−, CD34+

CD144+, CD146+, CD62E+, CD51+
CD31+/CD42−
CD31+/CD51+

CD133+, CD34+, KDR+, CD117+
CD146±
CD45±

Méthodes de détection Gradient de densité Cytométrie en flux Cytométrie en flux
CD146 IMS et fluorescence Elisa Tests clonogéniques
CD146 IMS et cytométrie en flux Capture en phase solide CFUEC ou culture (« PEC

myéloides »)
CD146 IMS et analyse d’image HPPECFC (« PEC non myéloides »)
Cytométrie en flux

Physiopathologie Lésion endothéliale Activation/apoptose de l’endothélium Néovascularisation, réparation

CEC : cellules endothéliales circulantes ; MPE : microparticules endothéliales ; PEC : progéniteurs endothéliaux circulants ; IMS : séparation immunomagnétique ; CFUEC :
colony forming unitendothelial cells ; HPPECFC : high proliferation potentialendothelial colony forming cells.

des microbilles magnétiques couvertes d’anticorps antiCD146 et
une seconde étape de comptage des cellules utilisant la microsco
pie à fluorescence, après marquage par un marqueur spécifique
de l’endothélium. Chez le sujet normal, des valeurs de CEC infé
rieures à dix cellules par millilitre ont été rapportées de manière
consensuelle grâce à cette technique [11]. Plus récemment ont
été proposées des méthodes hybrides combinant l’enrichissement
immunomagnétique à une identification multiparamétrique des
CEC en cytométrie de flux ou par analyse d’image [12,13], ces
approches fournissant des valeurs du même ordre de grandeur que
l’IMS. Des méthodologies alternatives basées sur la cytométrie de
flux ont été largement utilisées chez les patients atteints de cancer
[14–16].

Le détachement des cellules endothéliales de la paroi vasculaire
résulte de mécanismes multiples et non exclusifs parmi lesquels
on peut citer une agression mécanique de la paroi vasculaire, une
altération des propriétés d’adhérence aux cellules adjacentes, une
protéolyse accrue de la matrice, une levée de l’inhibition de contact
des cellules endothéliales pouvant conduire soit à une apoptose
(phénomène d’Anoikis), soit à l’activation de réponses proliféra
tives comme observé dans l’angiogenèse tumorale [11].

Sur le plan clinique, une élévation du nombre des CEC a été rap
portée dans différentes pathologies associées à des altérations de
l’endothélium (Tableau 2) telles que les pathologies cardiovascu
laires, mais aussi en relation avec la plupart des facteurs de risque
cardiovasculaire comme le diabète, l’hypertension et l’insuffisance
rénale chronique. À côté de ces pathologies, des valeurs élevées de
CEC ont été mentionnées au cours des maladies autoimmunes à
composante vasculaire, au cours des pathologies hématologiques
et infectieuses mais aussi en transplantation et en cancérologie.
De façon générale, les principales études cliniques, rapportées
dans le Tableau 2, indiquent que le niveau des CEC est un signe
d’activité de la maladie. Les nombres de CEC sont corrélés aux
marqueurs évaluant la fonctionnalité de l’endothélium comme la
mesure de la dilatation dépendante du flux. Ils sont également cor
rélés à des marqueurs plasmatiques traduisant une lésion (vWF)
ou une activation proinflammatoire (Esélectine) et procoagu
lante (FT) [17–19]. Ainsi les CEC sont le reflet d’une altération de
l’endothélium en réponse à une agression qui selon le contexte
pathologique peut résulter de la présence chronique des facteurs de
risque ou d’un agent microbien, d’une réponse aiguë inflammatoire
et/ou ischémique ou d’un préconditionnement de l’endothélium
par des agents cytotoxiques. En supposant que les CEC soient
représentatives des vaisseaux dont elles dérivent, l’analyse de leur
phénotype pourrait fournir des renseignements intéressants non
seulement sur leur territoire vasculaire d’origine et la pathogénie

sousjacente mais aussi sur leur capacité à vectoriser des activités
délétères dans le courant circulatoire. Si certaines études ont rap
porté l’expression de molécules bioactives par les CEC telles que le
facteur tissulaire ou la Esélectine [20,21], leur rôle pathogène reste
encore à démontrer.

Audelà de leur rôle de marqueur d’une lésion endothé
liale, l’intérêt pronostique des CEC a été rapporté dans des
situations pathologiques comme les syndromes coronaires aigus,
l’hémodialyse ou le choc septique où des valeurs élevées de CEC
sont prédictives de mortalité ou de complications vasculaires
majeures (Tableau 2). De plus, au cours des syndromes coronaires
aigus (SCA), l’élévation des CEC est plus précoce et indépendante
par rapport à la troponine cardiaque suggérant qu’une stratégie
combinant ces deux marqueurs pourrait permettre d’optimiser
le diagnostic précoce chez des patients présentant un angor
instable. L’intérêt diagnostique des CEC a également été rapporté
récemment, pour identifier des forme irréversibles d’hypertension
pulmonaires chez des enfants présentant des cardiopathies congé
nitales, en évitant le recours à une biopsie pulmonaire [22].

5. Les microparticules endothéliales

Les microparticules endothéliales (MPE) ont été décrites pour la
première fois chez des patients présentant un lupus anticoagulant
[5]. Elles sont définies comme des vésicules de petite taille avec
un diamètre hétérogène compris entre 0,1 et un micron. Les MPE
résultent d’importantes modifications des flux calciques entraî
nant un remaniement des phospholipides membranaires au cours
de l’activation ou de l’apoptose cellulaire. Elles expriment à leur
surface des phospholipides anioniques, notamment la phosphati
dylsérine (PS) qui lie l’annexine V, et des antigènes caractéristiques
des cellules endothéliales [3]. Les MPE ne sont pas seulement
des marqueurs d’activation ou de mort endothéliale mais repré
sentent également de véritables effecteurs cellulaires capables
d’amplifier ou de moduler l’hémostase, l’inflammation, le tonus
vasculaire et l’angiogenèse [23]. La caractérisation phénotypique
des MPE, réalisée à partir de cellules endothéliales en culture
indique que les MPE expriment des molécules identiques aux
cellules d’origine. Ainsi, des récepteurs comme VCAM1 ou la E
sélectine sont détectables sur les MPE générées à partir de cellules
endothéliales en culture activées au tumor necrosis factor (TNF)
indiquant qu’elles représentent une signature des réponses pro
inflammatoires de l’endothélium. Par ailleurs, l’expression de PS
qui permet l’assemblage des complexes enzymatiques de la coa
gulation et du FT, confère aux MPE un potentiel procoagulant [5].
Chez l’homme, l’expression de FT par les MPE a été démontrée
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Tableau 2

Variation du niveau sanguin des cellules endothéliales circulantes en pathologie.

Pathologie/Circonstance Variation Signification clinique [référence]

Pathologies cardiovasculaires

Angioplastie coronaire ↑ Traumatisme de la paroi vasculaire [6]
Syndromes coronariens aigus ↑ Marqueur de lésion [56]

Marqueur précoce et indépendant de la troponine
Corrélation aux taux plasmatiques de vWF et d’IL6 [57]
Prédiction de la survenue d’évènements cardiovasculaires majeurs [58]

Insuffisance cardiaque ↑ Corrélation inverse à la dilatation induite par le flux et positive au vWF et au FT [59]
Accident vasculaire cérébral ↑ Corrélation à la Esélectine soluble et au vWF [18]
Hypertension pulmonaire ↑ Corrélation aux pressions systoliques et diastoliques [20]

Facteurs de risques cardiovasculaires

Diabètes ↑ Marqueur indépendant de la glycémie et du taux d’HbA1c [60]
Hémodialyse ↑ Prédiction de la survenue d’évènements cardiovasculaires [61]

Pathologies hématologiques

Microangiopathie thrombotique ↑ Valeur pronostique [62]
Drépanocytose ↑ Corrélation aux crises drépanocytaires [63]

Transplantation

Transplantation rénale ↑ Marqueur du rejet vasculaire [64]
↓ Marqueur corrélé à l’histoire cardiovasculaire du patient qui diminue à un an après

transplantation et est dépendant du traitement immunosuppresseur [65]
Greffe hématopoïétique ↑ Corrélation avec l’intensité du conditionnement [66]

Maladies autoimmunes

Sclérodermie ↑ Corrélation avec le score de sévérité de la maladie et l’hypertension pulmonaire [67]
Vascularites ↑ Corrélation à la sévérité de la maladie et la réponse au traitement immunosuppresseur [21]

Pathologies infectieuses

Infection par le CMV ↑ Marqueur de l’activité de la maladie [68]
Rickettsiose ↑ Marqueur d’activité ; diminution après traitement [69]

Cancérologie

Cancer rectal ↑ Marqueur corrélé à la survie après traitement [70]
Tumeur solide ↑ [15]
Cancer métastatique ↑ [16]

IMS : immunoséparation magnétique ; CMF : cytométrie de flux ; vWF : facteur von Willebrand ; FTs : facteur tissulaire soluble ; HbA1c : hémoglobine A1c ; CMV : cytoméga
lovirus.

dans un modèle d’endotoxémie [24] et chez des patients atteints
de coagulopathies intravasculaires, et cette expression est corré
lée aux marqueurs circulants d’activation de la coagulation [25]. La
présence de MPE procoagulantes a également été décrite dans les
plaques d’athérosclérose [26] et dans la circulation de patients souf
frant de SCA [27]. À côté de cette activité procoagulante, des études
in vitro ont démontré que des MPE générées à partir de cellules
endothéliales stimulées par de la protéine C activée expriment le
récepteur endothélial à la protéine C fonctionnel, ce qui leur confère
une propriété anticoagulante [28]. Bien que ce mécanisme ne soit
pas encore documenté in vivo, il pourrait indiquer l’existence
d’un potentiel anticoagulant capable de contrebalancer le carac
tère prothrombotique des MPE. La capacité des MPE à générer de
la plasmine a été démontrée plus récemment [29]. Ce caractère
protéolytique confère potentiellement aux MPE un rôle dans la
fibrinolyse intravasculaire et la dégradation du caillot mais aussi
dans les processus de remodelage vasculaire associées à la protéo
lyse extravasculaire.

Les MPE sont présentes chez le sujet sain et leur concentration
est accrue dans différentes situations pathologiques. La cytométrie
de flux est la méthode la plus largement utilisée pour caractéri
ser les MPE à l’aide d’anticorps monoclonaux parmi lesquels les
plus utilisés sont le CD144, le CD146, le CD105 ou la combinaison
CD31+/CD41−. À côté de la cytométrie de flux, qui permet de comp
ter les MPE, il existe des tests fonctionnels basés sur la mesure de
leur activité procoagulante [30,31]. Quelle que soit la technique uti
lisée, l’étude des MPE exige le respect de règles strictes aussi bien
sur les étapes préanalytiques qu’analytiques.

En clinique humaine, des niveaux élevés de MPE ont été rappor
tés dans les maladies cardiovasculaires et dans d’autres pathologies

autoimmunes ou hématologiques présentant une atteinte endo
théliale (Tableau 3). De plus, les facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires tels que le diabète, l’HTA, les dyslipidémies
ou l’insuffisance rénale s’accompagnent d’une élévation des taux
plasmatiques de MPE. Chez le sujet sain, l’hypertriglycéridémie
postprandiale s’accompagne d’une élévation rapide (une à trois
heures après l’ingestion) et transitoire des taux plasmatiques de
MPE. Le rôle des MPE comme marqueur de la dysfonction endo
théliale a été rapporté dans différentes situations cliniques comme
l’insuffisance rénale terminale, la maladie coronarienne ou chez des
femmes atteintes d’obésité où il existe une corrélation entre les
MPE et la dysfonction endothéliale mesurée par l’angiographie ou
la vasodilatation induite par le flux. Par ailleurs, plusieurs études
cliniques suggèrent un rôle pronostique des taux initiaux de MPE
dans la récidive d’accidents vasculaires cérébraux, dans les SCA ou
dans la survenue de complications vasculaires chez les patients
diabétiques [32,33]. Audelà de leur rôle de marqueurs, les MPE
sont des effecteurs biologiques pathogènes capables d’induire ou
d’aggraver une dysfonction vasculaire préexistante. Ainsi, les MPE
générées sous l’action de nombreux agonistes entraînent une alté
ration de la relaxation vasculaire à l’acétylcholine, une majoration
du stress oxydatif et une diminution de la production de monoxyde
d’azote, puissant vasodilatateur, antiagrégant plaquettaire et fac
teur majeur de survie des cellules endothéliales [34].

Ce potentiel délétère des MPE ouvre de nouvelles perspectives
pharmacologiques. Plusieurs thérapeutiques largement utilisées
pour leur effet bénéfique dans les maladies cardiovasculaires
comme les antioxydants, les bêtabloquants ou les statines [23]
réduisent les concentrations de MPE associées à différentes patho
logies.
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Tableau 3

Variation du niveau sanguin des microparticules endothéliales en pathologie.

Pathologie/Circonstance Variations Signification clinique [référence]

Pathologies cardiovasculaires

Syndromes coronariens aigus ↑ Corrélation avec les lésions à hautrisque [71]
Accident vasculaire cérébral ↑ Relation avec la sévérité des lésions et le pronostic [33]
Hypertension ↑ Corrélation avec les pressions sanguines diastoliques et systoliques [72]
Hypertension pulmonaire ↑ Prédiction de la sévérité de l’hypertension pulmonaire [73]

Facteurs de risques cardiovasculaires

Diabète de type 2 ↑ Corrélation à l’atteinte des artères coronaires [32]
Diabète de type 1 ↑ Corrélation à l’HbA1c [74]
Insuffisance rénale terminale ↑ Corrélation à la dysfonction vasculaire [75]
Hypertriglycéridémie postprandiale ↑ Corrélation à la teneur lipidique postprandiale [76]
Obésité ↑ Corrélation avec la dilatation induite par le flux [77]

Pathologies hématologiques

Purpura thrombotique thrombocytopénique ↑ Corrélation à l’activation endothéliale [50]
Hémoglobinurie paroxystique nocturne ↑ Corrélation avec le statut inflammatoire des cellules endothéliales [78]
Drépanocytose ↑ Relation avec les crises drépanocytaires [25]

Pathologies autoimmunes

Syndrome des antiphospholipides ↑ Corrélation avec la présence d’un anticoagulant de type lupique [79]
Vascularites ↑ Corrélation à l’activité de la maladie [80]

Transplantation

Rein ↑ Corrélation avec l’histoire cardiovasculaire des patients et diminution un an après la transplantation [65]

6. Les progéniteurs endothéliaux circulants

Depuis les travaux pionniers d’Asahara [35] il y a dix ans, deux
critères sont reconnus pour définir les PEC et les distinguer des CEC.
In vitro, les PEC ont la capacité de proliférer et de se différencier
en cellules adhérentes dont l’appartenance à la lignée endothé
liale est attestée par l’expression de divers antigènes spécifiques
de l’endothélium (KDR, UEA1, vWF, CD146, CD144). In vivo, ces
précurseurs contribuent significativement à la néoangiogenèse au
niveau des sites d’ischémie, à la réparation de la paroi endothéliale
lésée ou à la croissance tumorale [7,36]. Bien que les mécanismes
moléculaires soustendant ce processus de vasculogenèse adulte
soient encore mal identifiés, trois étapes critiques sont recon
nues ; la mobilisation des PEC depuis leur réservoir médullaire,
leur recrutement dans les sites ischémiques ou lésés, et leur dif
férenciation endothéliale. Ces étapes sont dépendantes de signaux
émis par l’endothélium activé et/ou en réponse à l’hypoxie tissu
laire tels que la production de VEGF, de SDF1 et l’induction de
molécules d’adhérence telles que les sélectines ou ICAM1. Des don
nées récentes ont permis de démontrer que les PEC comprennent
un groupe hétérogène de cellules circulantes quant à leur ori
gine et leurs caractéristiques fonctionnelles. Une souspopulation
d’origine « myéloïde » est caractérisée par un délai d’apparition
rapide en culture, un potentiel de prolifération limité, un phénotype
associant marqueurs endothéliaux et persistance de marqueurs
de monocytes/macrophages. Ces cellules ont une capacité à pro
mouvoir l’angiogenèse qui dépend essentiellement d’une activité
paracrine. À l’inverse, une souspopulation d’origine non hémato
poïétique, nommée endothelial colony forming cells (ECFC) dont la
fréquence dans la circulation périphérique adulte est plus faible,
est identifiée sur la base d’un potentiel de prolifération élevé à
l’échelon clonal, une différenciation endothéliale stricte et surtout
un potentiel vasculogénique spécifique, c’estàdire une aptitude
propre à la formation de néovaisseaux fonctionnels in vivo [37,38].

Malgré le manque de consensus sur une définition stricte
des PEC, différentes méthodologies ont été intensément déve
loppées pour quantifier ces cellules en situation clinique. Les
plus communes utilisent une analyse en cytométrie de flux des
cellules mononucléées exprimant une combinaison variable des
antigènes CD34, CD133 (marqueurs d’immaturité) et KDR (mar
queur de lignée endothéliale) [39,40]. Différents tests de culture
ex vivo, basés sur le potentiel clonogénique des PEC, constituent

une approche complémentaire mais ont l’inconvénient d’évaluer
principalement la souspopulation de « PEC myéloïdes ». La quanti
fication des ECFC, considérés comme « vrais angioblastes », est plus
difficile à mettre en œuvre pour les larges cohortes car elle demande
des protocoles longs de culture et un grand volume de sang en rai
son de leur faible fréquence. Actuellement, l’absence de corrélation
entre ces différents tests, en lien avec l’hétérogénéité des sous
populations de PEC dénombrées, reste une source de discordance
possible entre les études publiées et justifie la poursuite d’un travail
de standardisation méthodologique [41,42].

Les premières études cliniques, résumées dans le Tableau 4
partie B, ont rapporté une réduction du nombre et/ou de la
fonctionnalité des PEC chez les patients atteints de maladies cardio
vasculaires chroniques comme la maladie coronarienne chronique,
la défaillance cardiaque congestive, les maladies cérébrovascu
laires, la vasculopathie du transplanté ou dans la resténose de
stent. Des déficits en PEC sont également documentés au cours
de différentes pathologies autoimmunes et inflammatoires telles
que le lupus érythémateux disséminé, ou la sclérodermie et chez
les patients présentant les facteurs de risque cardiovasculaire tra
ditionnels tels que le diabète, l’hypertension, l’insuffisance rénale
chronique, le vieillissement ou le tabagisme. La relation entre la
réduction des PEC et la présence de ces facteurs de risque a été
établie de manière convaincante chez des patients avec différents
degrés d’athérosclérose. De même, une corrélation significative
avec le score de Framingham est rapportée dans l’athérosclérose
subclinique, témoignant de l’intérêt des PEC comme marqueur
potentiel du risque cardiovasculaire cumulé [43].

Par ailleurs, l’altération du nombre et des capacités fonction
nelles des PEC constitue un déterminant majeur de la dysfonction
endothéliale [44]. Dans différents contextes tels que le vieillisse
ment physiologique ou la polyarthrite rhumatoïde, et en l’absence
d’athérosclérose avérée, l’activité des PEC est corrélée à l’intégrité
fonctionnelle de l’endothélium évaluée par la mesure de la vaso
dilatation endothélium dépendante. De plus, dans la population
saine comme chez des patients coronariens, le nombre de PEC appa
raît comme le déterminant principal de la dysfonction endothéliale
comparé aux facteurs de risque traditionnels [8,45]. Ces données
suggèrent que les PEC participent de manière continue au maintien
de l’intégrité endothéliale et qu’un déficit affectant ce mécanisme
de réparation pourrait avoir un rôle causal dans la progression d’une
maladie vasculaire. En faveur de ce concept, une étude menée chez
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Tableau 4

Situations cliniques illustrant les variations du niveau sanguin des progéniteurs endothéliaux circulants (PEC).

Signification clinique [référence]

Partie A : situations cliniques associées à une élévation des niveaux de PEC

Ischémie aiguë

Infarctus du myocarde Corrélation avec le VEGF plasmatique et les CPK [81]
Corrélation avec la formation de vaisseaux collatéraux [82]
Différentiation des PEC associée à une meilleure préservation de la fonction myocardique [83]
Corrélation avec un remodelage postIDM favorable [84]

Angor instable Corrélation avec les niveaux de CRP sérique [85]
Accident vasculaire cérébral Élévation des PEC dans la première semaine prédictive d’un pronostic neurologique favorable [86]
Transplantation hépatique Mobilisation des PEC du receveur associée à l’augmentation des taux de VEGF, SCF, GCSF [87]

Lésion vasculaire mécanique

Mise en place d’un stent coronatien Augmentation plus marquée chez les patients développant une resténose [88]
Corrélation inverse avec l’atteinte vasculaire évaluée par la numération des CEC [52]

Thérapeutique/Modification du mode de vie

Statines Augmentation des PEC indépendante du VEGF [89]
Amélioration de la fonctionnalité des PEC en relation avec la production d’IL8 par les monocytes [90]
Association avec l’amélioration de la fonction endothéliale (DMF) chez les patients avec une insuffisance cardiaque
chronique [91]
Association avec le traitement à long terme chez les patients cardiovasculaires [92]

Érythropoïétine Association avec une amélioration de la survie et fonction des PEC chez les patients insuffisants rénaux anémiques
traités avec une dose standard d’EPO [93]
Augmentation des PEC chez les patients avec infarctus du myocarde recevant une dose unique d’EPO [94]

Exercice physique Corrélation avec l’amélioration de la fonction endothéliale (DMF) [95]
Association avec l’intensification de la pratique du sport scolaire chez les enfants [96]
Association avec réduction de l’apoptose des PEC chez les patients coronariens [97]

Cancers

Cancer du sein Corrélation avec le grade de la tumeur [98]
Lymphome Corrélation avec le grade de la tumeur [99]
Thérapeutiques antiangiogéniques Mobilisation de taux élevés de PEC avec les chimiothérapies agressives à l’inverse des traitements métronomiques

[100]

Partie B : situations cliniques associées à une diminution des niveaux de PEC

Pathologies cardiovasculaires

Angor stable Corrélation inverse avec la présence de facteurs de risque cardiovasculaire [101]
Valeur prédictive indépendante sur le pronostic cardiovasculaire [102]
Corrélation inverse entre le nombre de PEC et leur activité migratoire et la sévérité de la sténose coronarienne et la CRP [103]

Maladies vasculaires cérébrales Corrélation avec le flux sanguin régional [104]
Hypertension pulmonaire Corrélation avec l’IL6, le vWF et les niveaux de BNP

Association avec une réduction de la migration et de l’adhésion des PEC à la fibronectine [105]
Association avec une élévation des marqueurs inflammatoires et amélioration par les inhibiteurs de phosphodiestérases
(sildénafil) [106]

Insuffisance cardiaque Corrélation avec la sévérité de la maladie [107]
Association avec une réduction du pool de PEC fonctionnels dans la moelle osseuse [108]
Association avec les stades avancés de la maladie [109]

Resténose sur stent Les bas niveaux de PEC et leurs défauts fonctionnels sont associés à une resténose diffuse [110]
L’augmentation de la sénescence des PEC est associée à la resténose intrastent [111]

Facteurs de risque cardiovasculaire

Diabète de type 2 Corrélation inverse avec la sévérité de la maladie et prédiction des complications microvasculaires au niveau individuel [112]
Association avec la dysfonction des PEC impliquant la eNOS [113]
Corrélation avec les valeurs d’HbA1c chez les patients non traités et augmentation par le contrôle glycémique
pharmacologique [114]
Réduction plus marquée chez les patients avec une atteinte vasculaire périphérique
Corrélation avec l’ABI [115]

Diabète de type 1 Association avec une dysfonction des PEC [116]
Hypertension Corrélation inverse avec la pression sanguine systolique [117]

L’hypertension réfractaire détermine de façon indépendante le nombre de PEC [118]
Insuffisance rénale terminale Corrélation entre la réduction du nombre et l’altération des fonctions des PEC et les niveaux sériques de fetuine A,

l’hématocrite et les réticulocytes [119]
Corrélation inverse entre le nombre des PEC et leur propriété de migration et l’urémie et la pression sanguine systolique.
Restauration par l’hémodialyse [120]
Corrélation avec la fonction rénale et normalisation après transplantation rénale [121]
Corrélation inverse avec le score de Framingham [122]

Dyslipidémie Corrélation inverse entre la réduction du nombre et l’altération des fonctions des PEC et le taux de cholestérol total et LDL
[123]
Corrélation du ratio MPE/PEC avec le cholestérol LDL et la rigidité artérielle [54]

Tabagisme Relation entre l’altération de la fonction des PEC et l’augmentation du stress oxydatif [124]
Augmentation du niveau des PEC après sevrage tabagique [125]

Vieillissement Corrélation avec la diminution de l’élasticité artérielle [126,127]
Niveaux plus élevés de PEC dans l’enfance. Relation inverse avec l’âge chez les sujets sains [127]

Hyperhomocystéinémie Corrélation inverse avec les niveaux d’homocystéine [128]

VEGF : vascular endothelial growth factor ; CPK : créatine phosphokinase ; IDM : infarctus du myocarde ; CRP : protéine Créactive ; IL8 : interleukine8 ; SCF : stem cell factor ;
GSCF : granulocytestem cell factor ; IL6 : interleukine6 ; DMF : dilatation médiée par le flux ; EPO : érythropoïétine ; BNP : peptide natriurétique type B ; vWF : facteur von
Willebrand ; eNOs : nitrique oxyde synthase endothéliale ; ABI : ankle brachial index ; LDL : low density lipoprotein.
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Fig. 1. Les lésions d’origine mécanique ou l’exposition aux facteurs de risque cardio
vasculaire (FRC) altèrent les fonctions régulatrices de l’endothélium qui progresse
vers la dysfonction et la mort par apoptose.
La rupture de l’intégrité de l’endothélium est associée à un large spectre de
réponses incluant le détachement de cellules endothéliales matures (CEC) et la
libération de microparticules endothéliales (MPE). En réponse à la lésion, les progé
niteurs endothéliaux (PEC), recrutés à partir de la moelle osseuse, sont capables
de se différencier en cellules matures et de restaurer l’intégrité endothéliale.
Ces réponses endothéliales peuvent être intégrer dans une triade dynamique
« activation/lésion/régénération ».

plus de 500 patients coronariens, suivis pendant 12 mois, démontre
que le taux cumulé de survie sans évènements cardiovasculaires
majeurs augmente avec le niveau basal des cellules circulantes
34+/KDR+ [46]. Néanmoins cette étude demeure controversée en
raison du manque de spécificité de la méthode de détection des PEC
utilisée. La signification pronostique des PEC reste donc à démon
trer de manière plus rigoureuse. Plus récemment, Fadini et al. ont
rapporté l’intérêt de la numération des cellules CD34+ circulantes
dans l’identification du risque vasculaire chez des patients présen
tant un syndrome métabolique [47]. Ainsi, la réparation vasculaire
dépendante des PEC apparaît comme un mécanisme de protection
capable de contrebalancer l’impact des facteurs de risque cardio
vasculaire, de limiter l’évolution clinique de l’athérosclérose et
finalement de déterminer le risque cardiovasculaire.

Fig. 1.

7. Lésion versus régénération de l’endothélium : vers une
définition de la vasculocompétence

Les dommages subis par l’endothélium et la capacité endogène
de réparation peuvent être intégrés dans un phénotype endothélial
qui est la résultante de ces deux processus. Ce phénotype endothé
lial caractérise un état ou statut vasculaire que l’on peut, à l’échelle
individuelle, définir comme une « compétence vasculaire » et appré
cier de manière originale et non invasive par la mesure combinée
des CEC, MPE et PEC (Fig. 2). Des données récentes de la littéra
ture suggèrent l’intérêt d’une telle stratégie « multimarqueurs »

pour identifier les patients à risque vasculaire et leur réponse au
traitement.

À l’état physiologique, l’endothélium est un organe caractérisé
par une remarquable quiescence et un renouvellement extrê
mement lent [48]. Cette quiescence se traduit par la présence
dans la circulation périphérique de sujets sains de quantités très
faibles de CEC, MPE et PEC. De plus, quelques données suggèrent
la participation des MPE à certaines fonctions physiologiques de
l’endothélium comme le maintien d’une activité anticoagulante
[28] ou l’élimination de signaux proapoptotiques favorisant la sur
vie cellulaire [49].

Si le niveau de base des CEC, MPE et PEC représente l’état
de l’endothélium en situation normale, un déséquilibre de cette

Fig. 2. L’équilibre entre les lésions de l’endothélium, reflétées par les cellules endo
théliales circulantes (CEC), les microparticules endothéliales (MPE) et la capacité de
réparation endogène, attestée par les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC),
conditionne l’intégrité de l’endothélium.
Le résultat net de cet équilibre caractérise un phénotype endothélial que l’on peut
définir à l’échelle individuelle comme la « vasculocompétence » (IVC : index de vas
culocompétence). L’exploration de cette compétence vasculaire par des stratégies
« multimarqueurs » combinant CEC, MPE et PEC est une approche prometteuse pour
apprécier l’impact des facteurs de risque cardiovasculaire sur la progression de la
maladie. Elle offre également des outils innovants pour l’évaluation et le suivi de
stratégies thérapeutiques ou de modifications du mode de vie visant à limiter les
lésions et/ou à renforcer les mécanismes de régénération de l’endothélium.

balance oriente vers l’existence d’un processus délétère affectant
l’endothélium. Il est maintenant établi que l’élévation des CEC et
des MPE corrèle avec l’intensité ou l’étendue des lésions vasculaires.
De plus, l’analyse phénotypique de ces marqueurs peut apporter
des indications sur les mécanismes ou l’étiologie des lésions. Par
exemple, les MPE CD62E+ sont principalement libérées lors d’une
activation proinflammatoire tandis que les MPE CD144+ seraient
la résultante d’une apoptose ou des dommages structuraux [32,50].
De même, les CEC surexpriment des molécules d’adhérence pour les
leucocytes dans les pathologies inflammatoires comme la drépano
cytose [51], alors qu’elles ont un phénotype évocateur d’apoptose
ou de nécrose endothéliale chez les patients lupiques.

En situation aiguë, comme l’ischémiereperfusion, ou une sti
mulation proinflammatoire, l’élévation des MPE et des CEC est
associée à une augmentation transitoire du nombre des PEC circu
lants. Ce profil de biomarqueurs traduit l’existence d’un mécanisme
de réparation compensatoire pouvant s’inscrire dans une réponse
physiologique ou vasculocompétence visant à rétablir l’intégrité
endothéliale. En faveur de cette hypothèse, cette mobilisation des
PEC, au cours de l’ischémie myocardique ou cérébrale, a été asso
ciée à un pronostic fonctionnel favorable. À l’inverse, une réponse
régénérative insuffisante, associée ou non à une élévation persis
tante des marqueurs de lésions, suggère une réponse inadaptée
de l’endothélium ou « vasculoincompétence » conduisant à un
état pathologique à risque vasculaire. Une étude, menée chez des
patients subissant une angioplastie coronaire avec implantation
de stent, a montré [52] une élévation simultanée des CEC et des
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PEC au décours de la procédure. L’amplitude de mobilisation était
inversement corrélée à l’étendue de la lésion reflétée par les CEC.
Cela suggère que des dommages endothéliaux importants associés
à une réparation endothéliale insuffisante pourraient permettre
d’identifier des patients à risque de complications postprocédure.

À l’inverse des situations aiguës, les lésions endothéliales résul
tant de l’exposition chronique à des stimuli pathogènes sont
associées à une réduction en précurseurs efficaces pour la répa
ration. Ce déséquilibre, objectivé par une augmentation des MPE
et/ou CEC associée à une réduction du nombre et/ou de la fonc
tionnalité des PEC, met en évidence un déficit de réparation
compensatoire qui contribue au développement et à la progression
de l’athérosclérose. Comme illustré récemment chez des patients
présentant une insuffisance ventriculaire gauche postischémique,
ou chez des patients dyslipidémiques, un index vasculaire combi
nant la mesure des PEC et des marqueurs de lésion tel que les MPE,
offre une meilleure appréciation du risque vasculaire en évaluant
les deux composantes de la dysfonction endothéliale [53,54].

Malgré ces résultats prometteurs, l’intégration en pratique cli
nique des stratégies « multimarqueurs » basées sur les CEC, les MPE
et les PEC n’en est encore qu’à ses débuts. Si l’on a pu montrer
l’association entre ces marqueurs et le risque vasculaire, un véri
table lien de causalité reste à démontrer expérimentalement. Par
ailleurs, une meilleure connaissance des processus de réparation et
de lésion endothéliale doit permettre de définir plus précisément
la relation entre les CEC, les MPE et les PEC en conditions patho
logiques. In vitro les MPE sont capables de moduler de l’activité
angiogénique des PEC [29]. De plus, in vivo la production de MPE
par les tissus ischémiques stimule le recrutement et la différencia
tion des PEC [55]. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ces
connexions restent à préciser, néanmoins ces données suggèrent
que les MPE pourraient constituer un signal endogène stimulant
les processus de réparation dépendant des PEC. De plus, les varia
tions physiologiques avec des paramètres tels que l’âge, le sexe ou
le rythme circadien doivent être définis dans des cohortes de sujets
sains. Enfin, la standardisation des méthodologies disponibles est
aussi une étape cruciale pour une définition complète de la signifi
cation clinique de ces marqueurs.

8. Conclusion

La possibilité d’explorer l’endothélium de manière non invasive
a ouvert la voie à une nouvelle compréhension de la pathoge
nèse des maladies cardiovasculaires, définie par un déséquilibre
entre lésion de l’endothélium et sa capacité de réparation. Dans
le futur, des approches multimarqueurs combinant la mesure des
CEC, des MPE et des PEC seront utiles pour une approche globale
de la « vasculocompétence ». En clinique, ces marqueurs cellulaires
fourniront certainement des nouveaux outils pour détecter la dys
fonction endothéliale à des stades précoces, mais aussi pour évaluer
le risque vasculaire à des stades plus avancés des désordres athéro
thrombotiques et pour déterminer des options thérapeutiques. En
effet, des stratégies thérapeutiques efficaces pour améliorer la fonc
tion endothéliale pourraient cibler sélectivement une réduction de
la lésion endothéliale ou promouvoir les mécanismes de régénéra
tion. Au niveau individuel, de telles options thérapeutiques peuvent
intégrer non seulement le mécanisme prédominant mais aussi les
prédispositions génétiques et les facteurs de risque environne
mentaux. D’importantes avancées dans le monitoring des certaines
pathologies et des options thérapeutiques nouvelles émergeront
certainement de ce domaine en plein essor.
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Méditerranée, Unité de Formation et de Recherche (UFR) de Pharmacie, Marseille, France;  Biocytex, Marseille, France; and àLaboratoire
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Summary. Background: Platelet microparticles (PMPs) have

proved useful to identify patients with vascular risk. However,

PMP counting, which is currently done by flow cytometry

(FCM), needs to be standardized. Objectives: The objectives

were (i) to standardize FCM settings for PMP counts on a

routine instrument (Cytomics FC500) using size-calibrated

fluorescent beads; (ii) to determine intra-instrument and

interinstrument reproducibility; and (iii) to establish PMP

values in healthy subjects. Methods: Using a blend of size-

calibrated fluorescent beads (0.5 and 0.9 lm) in a fixed

numerical ratio (Megamix), we gated PMPs in a restricted size

window. To test intra-instrument and inter-instrument repro-

ducibility, annexin V and CD41 coexpression were used to

count PMPs in frozen aliquots of the same platelet-free plasma

(PFP) over 4 months and in PFP from 10 healthy subjects on

three independent flow cytometers. Results: This calibrated-

bead strategy allowed full long-term control of the FCM-based

microparticle protocol and reproducible PMP counts over time

[coefficient of variation (CV) < 10%]. Optimal settings were

easily transferred from one instrument to another, using

Megamix as a stable template. Similar PMP counts

(CV < 12%) were obtained using the three instruments. With

such a standardized FCM protocol, PMP values were estab-

lished in healthy subjects (n = 60) with significantly higher

levels in women than in men [median (1st quartile to 3rd

quartile): 1775 lL)1 (1014–3039 lL)1) vs. 656 lL)1 (407–

962 lL)1)]. Conclusions: The present strategy provides a new

option for PMP count standardization and thus opens the way

for multicenter studies.

Keywords: beads, flow cytometry, megamix, microparticles,

standardization.

Introduction

Platelet microparticles (PMPs) are submicrometer fragments

resulting from the remodeling of the platelet membrane in

response to numerous conditions, including activation and

apoptosis [1]. Microparticles (MPs) from different cell types are

found in human plasma and, in healthy subjects, PMPs are

believed to represent the major population of circulating MPs

[2,3]. PMP levels are increased in several prothrombotic and

inflammatory disorders, including cardiovascular diseases,

autoimmune and infectious diseases, and cancer [4–14]. In

these clinical settings, PMP counts have proved useful for

identifying patients with vascular risk and for monitoring

response to treatment [7]. However, their clinical use is not fully

established, because standardized methodologies for PMP

counting are lacking.

Flow cytometry (FCM) is the most commonly used method

for MP analysis, due to its ability to distinguish the cellular

origin of MPs by specific antibodies. However, the data on

PMP analysis by FCM are difficult to compare, because FCM

protocols are heterogeneous in terms of instrument settings and

resolution. As an illustration, PMP values for healthy individ-

uals vary from 100 to 4000 · 103 PMPs mL–1 in the literature

[2,15–20].

The working definition of blood-derived PMPs is based on

several criteria: (i) rapid centrifugation of platelet-poor plasma

to deplete small platelets and cell debris; (ii) expression of

specific antigens such as glycoprotein (GP)IIb/IIIa or GPIb

with or without phosphatidylserine expression; and (iii) size

from 0.1 to 1 lm. However, this working definition is debated.
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In particular, the definition of MP size varies because of FCM

technical constraints. The most appropriate parameter with

which to analyze MP size range in FCM is forward scatter

(FS). Identification of MPs on the basis of size using FS

challenges the sensitivity limit of flow cytometry. Even though

the last generation of digital flow cytometers have a threshold

for particle detection below 500 nm [21], measurements at this

level of sensitivity remain uncertain in routine practice.

In the extreme conditions required for the enumeration of

submicrometer particles, the limit of resolution on FS between

instrument noise andMPs depends on fine optical adjustments

and both fluidics and optics cleanness. It may thus vary with

time, and it depends on maintenance for a single instrument,

and therefore may differ among multiple platforms. Tools and

strategies are therefore needed to manage the lowest size-

related FS limit allowing reliable MP counting.

The objectives of the present study were: (i) to standardize

FCM settings for PMP counts on a routine instrument

(Cytomics FC500) using size-calibrated fluorescent beads; (ii)

to determine intra-instrument and inter-instrument reproduc-

ibility; and (iii) to establish PMP values in healthy subjects.

Materials and methods

Blood samples

After clean puncture of an antecubital vein with a 21 gauge

needle, venous blood was drawn (first 3 mL not kept)

without applying venostasis. Blood from healthy donors

(n = 60, 44 ± 18 years old, sex ratio = 1) who had not

taken any drugs affecting platelet function was collected into

0.129 mol L)1 sodium citrate VacutainerÒ tubes (BD Diag-

nostics, Franklin Lakes, NJ, USA). Samples were drawn

between 9 and 11 a.m. and processed between 2 and 4 h

postdrawing. On one occasion, 500 mL of plasma was

obtained from a patient through plasmapheresis. In addition,

aliquots of 44 frozen samples prepared the same way during

a previous study on diabetes [22] were also available for

analysis. Both patients and healthy donors provided written

informed consent.

MP preparation and labeling

Platelet-free plasma (PFP) samples were prepared as previously

described [22], using serial centrifugations (15 min at 1500 · g,

2 min at 13 000 · g), frozen in 1.5-mL tubes as 500-lL

aliquots, and stored at ) 80 °C until use.

For PMP labeling, 10 lL of CD41–phycoerythrin (PE)

(15 lg mL)1 IgG1, clone PL2-49, BioCytex, Marseille, France)

and 10 lL of annexin V–fluorescein isothiocyanate (FITC)

prediluted 1 : 2 in binding buffer (rh annexin V-FITC kit,

AbCys, Paris, France) were added to 30 lL of freshly thawed

PFP. After 30 min of incubation at room temperature,

samples were diluted in 500 lLof annexin V kit binding buffer

(AbCys).Concentration-matched isotype antibodies (IgG1–PE,

15 lg mL)1 IgG1, clone 2DNP-2H11, BioCytex) or Annexin

V-FITC with phosphate-buffered saline without calcium were

used as controls.

For control experiments, PFPs from 10 healthy volunteers

were prepared as described above. PMPs were analyzed as

annexin V–FITC/CD41–PE-positive events in the MP region.

PFPs were then ultracentrifuged at 70 000 · g for 90 min, and

PMPs remaining in the supernatants were counted according

to the same procedure.

Flow cytometric analysis

Analyses were performed on three Cytomics FC500 flow

cytometers (Beckman-Coulter, Villepinte, France), each in a

different laboratory. To limit background noise from dust and

crystals, all three instruments were operated using a 0.22 lm-

filtered sheath fluid (IsoflowTM; Beckman-Coulter). CXP

ACQUISITION and CXP ANALYSIS software packages (Beck-

man-Coulter) were used for data acquisition and analysis,

respectively.

Standardization of the ÔPMP protocolÕ was achieved using a

blend of monodisperse fluorescent beads (Megamix, BioCytex)

of three diameters (0.5, 0.9 and 3 lm). FS and side scatter (SS)

parameters were plotted on logarithmic scales to best cover a

wide size range. Single staining controls were used to check

fluorescence compensation settings and to set up positive

regions. PMPs were here defined as dual-positive Phos-

phatidylserin (PS)+/CD41+ events, as seen in dual-color

fluorescence plots after staining with annexin V–FITC and

CD41–PE. Thirty microliters of counting beads with an

established concentration close to 1000 beads lL)1 (Flow

CountTM Fluorospheres; Beckman-Coulter) was added to each

sample in order to express MP counts as absolute numbers per

microliter of PFP [22].

Intra-instrument and inter-instrument reproducibility

ÔControlÕ PFP was prepared from a plasmapheresis bag and

frozen as multiple 500-lL aliquots. Over a 4-month period, 21

aliquots were tested for PMP counts on the same instrument.

For inter-instrument reproducibility, 10 PFPs from healthy

subjects were tested on three closely located FC500 instru-

ments, similarly set up for MP analysis with Megamix as

detailed in Results. Samples were first stained for PMP in

appropriate amounts, and then split and analyzed on each

cytometer with a delay not exceeding 2 h from the end of

staining.

Statistical analysis

For statistical analysis, all data were analyzed withGRAPH PAD

PRISM software v.4.0. (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA). For reproducibility studies, data were expressed as

mean ± standard deviation (SD). The coefficient of variation

(CV, %) was calculated as 100 · SD/mean. GrubbÕs test was

applied to detect outliers in the dataset of intra-instrument

reproducibility.
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FornormalPMPvalues, thedescriptive statistical parameters

were median (first quartile to third quartile) rather than mean

and SD, because of the presence of out-of-range values. To test

for a statistical difference between values frommen andwomen

(two independent datasets), a Mann–Whitney test was used.

Results

Definition of the instrument FS resolution limit

The intrinsic resolution limit in FS was tested on our

instruments by very homogeneous (so-called ÔmonodisperseÕ)

fluorescent beads of various diameters, namely 0.3, 0.5, 0.9 and

3 lm. Acquisition was first operated with a discriminator set

on FL1 fluorescence, in order to avoid the background coming

from all non-fluorescent particles. High gain settings were

selected for the analysis of submicrometer particles, as

illustrated by the position of the 3 lm bead in the last log

decade (Fig. 1). In these conditions, the instrument provided

sharp FS distributions for 0.9 and 3 lm microbeads, and a

wide gap between the 0.5 and 0.9 lm bead peaks. The obvious

overlap between the 0.3 and 0.5 lm bead histograms indicated

that the instrument would not be able to reliably discriminate

and individually count submicrometer particles with diameters

between 0.3 and 0.5 lm and, therefore, particles with lower

scatter signal levels. Consequently, to reproducibly define the

instrument FS resolution limit, the 0.3 lm bead was excluded

from our standardized bead suspension; the smallest subset of

Megamix was the 0.5 lm bead, and a method to reproducibly

begin the analysis at this nominal diameter was designed.

Standardization of an FCM-based protocol for PMP analysis

using calibrated beads

The standardization protocol was set up as detailed in Table 1.

(1) First step: bead detection.

Megamix beads were detected and gated using FL1 and SS

parameters (with FL1 as triggering signal) (Fig. 2A). The

FS histogram of the distribution of the 0.5 lm and 0.9 lm

beads (included in the targeted size range) was then built

(Fig. 2B).

(2) Second step: definition of a size-related MP window.

(a) To define the lower limit of the MP size window, the

discriminator was switched to FS. Then, this parameter

was set up as follows. The numerical ratio between

beads being well defined (2 : 1, 0.5 lm/0.9 lm beads

respectively), any change of sensitivity during the set-up

process was easily monitored using the 0.5 lm bead

peak percentage (Fig. 2B). This percentage could vary

from 0% to 66% (0.5 lm bead/0.9 lm bead ratio

2 : 1), depending on FS sensitivity, without any mod-

ification of the 0.9 lm bead peak. Thus, this last bead

subset was used as an internal reference. Settings

showing 50% of 0.5 lm beads were chosen because

the 0.5 lm bead distribution was cut at its median level

and therefore at the nominal diameter of the beads. This

threshold level was selected as the lower limit for MP

analysis (Fig. 2C).

(b) The upper limit of the MP window was defined by

the envelope of the 0.9 lm beads, automatically drawn

using the ÔautogateÕ function in the CXP software

(Fig. 2C). This limit is close to 1 lm, as checked with

1 lm beads (data not shown).

(3) Third step: biological validation of the MP protocol.

To validate our choice of the 0.5-lm cut-off, the effect of

changing FS settings on PMP counts was evaluated. The

same double-labeled CD41-PE/annexin V-FITC PFP sam-

ple was analyzed in eight conditions, involving 0.5 lmbead

FS log 

Overlay plot 1 

0
 

E
ve

n
ts

 
7
3
6
 

Fig. 1. Forward scatter (FS) resolution testing. Fluorescent beads with

various nominal diameters (0.3, 0.5, 0.9 and 3 lm) were analyzed in FS

using a fluorescence-based discriminator. The corresponding histograms

are shown here superimposed from left to right respectively.

Table 1 Flow chart for flow cytometry platelet microparticle protocol

construction

First step

Run Megamix beads with discriminator on FL1

Gate each individual bead subset on SS · FL1 cytogram (Fig. 2A)

Build FS histogram for 0.5 and 0.9 lm beads (Fig. 2B)

Second step

Run Megamix beads with discriminator on FS

Monitor percentage of 0.5 lm beads (left peak) and optimize

FS settings to approach 50% as in Fig. 2B

Visualize SS · FS cytogram (Fig. 5A).Create/actualize an elliptical

autogate on 0.9 lm beads. Set up the MP gate to tangent the

autogate

Final step

Run plasma sample stained with annexin V–FITC/CD41–PE

Condition FL1 · FL2 cytogram on the MP gate (Fig. 3) and

measure PMP counts

SS, side scatter; FS, forward scatter; MP, microparticle; FITC,

fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PMP, platelet micro-

particle.

192 S. Robert et al

Ó 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis



percentages from 2% to 66%, and PMPs were counted as

illustrated in Fig. 3. Figure 4 shows that PMP counts were

rather stable over a wide range of percentages (10–55%)

and that they decreased only below 10%. In contrast, when

very high FS sensitivity was used (> 55%), PMP counts

reached unexpectedly high values. In this case, the discrim-

ination between non-specific background events and dual-

stained PMPs was arbitrary, impeding standardization of

PMP counts. The best compromise between optimal PMP

detection and background excess was found with FS

settings providing a 0.5 lm bead percentage near 50% (48–

52% accepted range). These results confirmed the choice of

the 0.5 cut-off as lower limit of the MP window.

The protocol described above allowed us to focus our

analysis on MPs in a reproducible size range (0.5–1 lm). To

provide evidence that measured particles are truly MPs, PMP

counts in healthy subjectsÕ PFPwere compared before and after
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Fig. 2. Construction of microparticles Flow cytometry protocol. (A)

Selection of Megamix bead subsets. To adjust forward scatter (FS)

parameter, bead subsets were first recognized on the basis of their side

scatter (SS) and FL1 fluorescence properties. A gate was designed to select

singlet beads in each subset (e.g. 0.5, 0.9 and 3 lm beads). (B) FS distri-

bution of the Megamix submicrometer beads. In this bimodal histogram

gated on the union of singlets from the 0.5 and 0.9 lm beads, the per-

centage of 0.5 lm beads (region ÔJÕ) varies with FS settings. The value of

48.7% shown here corresponds to a cut-off about half of the 0.5 lm bead.

It is of note that a maximal value of � 66% (all 0.5 lm beads detected)

may be observed when triggering the analysis on FL1 or when triggering

on FS with very high sensitivity. (C) Construction of the microparticle

(MP) region in the MP protocol. On an FS log · SS log cytogram, the

MP region is limited in the lower part by the FS cut-off (discriminator,

shown here as a dotted line), set up using the 0.5 lm bead percentage, and

in the upper part by the 0.9 lm bead autogate.

100

FL1 AnnV-FITC

F
L
2
 C

D
4
1
-P

E

E3

E1

E4

E2
PMP PS+

101 102 103

100

101

102

103

Fig. 3. Platelet microparticle (PMP) analysis in the microparticle (MP)

protocol. Dual fluorescence analysis of a platelet-free plasma stained with

annexin V (AnnV)–fluorescein isothiocyanate (FITC) (FL1) and anti-

CD41–phycoerythrin (PE) (FL2). PS+ PMPs are represented as red dots,

and background noise or other MPs as gray dots.
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ultracentrifugation (70 000 · g, 1.5 h). In these conditions,

more than 95% of the MPs in the initial PFP were removed

(data not shown), showing that events counted by the

cytometer are specific.

Application of the standardized protocol

PMPs from over 100 plasma samples were analyzed with these

standardizedFS settings andMPgate [n = 60 healthy controls

(see below), and n > 40 samples from diabetic patients]. As

illustratedwith a representative case in Fig. 5A,B, the PMP size

distribution (red cloud and green histogram) was included

within the MP region. Interestingly, the same kind of unimo-

dal, Gaussian-like FS distribution was found with all tested

samples (n > 100), obtained from both healthy donors and

patients, as in each case > 90% events were included in the

MP size region (as illustrated in Fig. 5B).

Intra-instrument and inter-instrument reproducibility

To test intra-instrument reproducibility, multiple aliquots of

the same PFP preparation were tested for PMP counts, as

described above, over a 4-month period on the same instru-

ment, whose set-up was standardized before each test using

Megamix. In total, 21 tests were carried out at regular time

intervals. The mean (± SD) value was 335 PMPs lL)1

(± 33 PMPs lL)1), with a CV of 9.9%. Interestingly, no

outlier was detected according to GrubbsÕ test.

Inter-instrument reproducibility was tested after transfer of

the same protocol into two other Cytomics FC500 instruments

(Fig. 6).

Ten independent preparations obtained from healthy per-

sons were tested in parallel on the three instruments. As

illustrated in Table 2, similar values were obtained for each

preparation on the three cytometers, with a CV ranging from

2% to 11%.

PMP values in healthy subjects

After standardization of PMP counts with Megamix beads,

PMPs were determined in 60 healthy participants. The mean

PMP count in the population was 1350 ± 1089 PMPs lL)1

(Fig. 7). The median (interquartile) concentration for women

was significantly higher than for men [1775 lL)1 (1014 lL)1

first quartile to 3039 lL)1 third quartile) vs. 656 lL)1

(407 lL)1 first quartile to 962 lL)1 third quartile)]

(P < 0.001, Mann–Whitney test).

Discussion

This study describes a new method for counting MPs by FCM

in a reliable and reproducible manner. Based on a bead
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suspension calibrated in terms of both diameters and relative

amounts, the proposed strategy ensures long-term control of

instrument settings and resolution, and shows good longitudi-

nal intra-instrument and inter-instrument reproducibility

(CV < 10% and CV < 12%, respectively), both conditions

constituting major prerequisites for future multicenter studies.

Several strategies based on submicrometer-sized beads have

been previously proposed for calibration of MP counts

[14,21,23–25]. The scatter distributions, however, most often

lacked the sharpness needed to provide adequate resolution

and to define the lower limit of MP analysis. The large amount

of background noise observed when using the highest sensitiv-

ity FS settings, which allowed inclusion in the analysis of all 0.5

lmbeads (and of some 0.3 lmbeads), and the overlap between

these beads impede reliable counting of MPs under 0.5 lm,

even using last-generation flow cytometers.

The limits of PMP counting are technologically driven, as

recently highlighted in the last report of ISTH Scientific

and Standardization Committees (Subcommittee, Vascular

Biology, 2007 minutes and annual reports, Geneva). One

option to solve this problem is to focus only on MPs ‡ 0.5 lm

beads. However, it is not clear whether this nominal bead

diameter corresponds exactly to the same limit in terms of MP

diameter. Indeed, the use of plastic beads for size calibration in

FCM remains an imperfect model, especially for diameters

close to the laser wavelength (0.488 lm), and it provides only a

rough approximation of size for cell-derived MPs. Neverthe-

less, the definition of a reproducible cut-off based on bead FS

signal is very useful. By using an autogate that draws a contour

around the peak of 0.9 lm beads, one can delineate the size

equivalent to about 1 lm without the need for 1 lm beads,

which will fall partly in and partly out of the MP gate. This

choice provides for a reproducible and user-independent

approximation of a maximal size of 1 lm.
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Table 2 Interinstrument reproducibility of the standardized microparticle

(MP) flow cytometry protocol

Sample

PS+ PMP counts in MPs lL)1

Instrument

A

Instrument

B

Instrument

C Mean SD

CV

(%)

S1 1198 1064 1320 1194 128 11

S2 1361 1260 1513 1378 127 9

S3 2360 2417 2448 2408 45 2

S4 952 884 1104 980 112 11

S5 1728 1645 1824 1732 90 5

S6 769 889 857 838 62 7

S7 923 876 963 921 43 5

S8 2846 2877 3345 3023 280 9

S9 523 484 585 531 51 10

S10 419 429 477 442 31 7

PMP, platelet microparticle; SD, standard deviation; CV, coefficient of

variation; PS. Ten platelet-free plasmas (PFPs) from healthy volun-

teers were tested simultaneously on three FC500 cytometers. PFPs

were thawed, stained with annexin V–fluorescein isothiocyanate and

anti-CD41–phycoerythrin, and then split into three tubes and analyzed

in parallel. The three instruments were adjusted to detect the same

proportion of 0.5 lm beads as shown in Fig. 5.
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Fig. 7. Normal plasmatic platelet microparticle (PMP) values in the

standardizedmicroparticle protocol. Sixty platelet-free plasmas (PFPs) (30

men, 30 women) were tested on the same instrument, whose settings were

checked withMegamix before each series. PFPs were thawed, stained with

annexin V–fluorescein isothiocyanate and anti-CD41–phycoerythrin, and

then immediately analyzed. ***Significant difference (P < 0.0001,Mann–

Whitney test). PS.
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The strategy presented here mainly ensures that the instru-

ment(s) will always similarly cut the theoretical MP size range,

expected to range from 0.1 to 1 lm according to electron

microscopy studies [26]. Thus our approach uses restricted size

criteria to define circulating PMPs in order to preserve

specificity while certainly sacrificing sensitivity.

Our choice of the cut-off at 0.5 lm was based on the

following points. First, in the region of the curve shown in

Fig. 4 where PMP counts only slightly vary with FS settings,

the 50% value provided the highest PMP values while keeping

the user out of the highly variable conditions (55% and over).

Second, when working at the peak of the 0.5 lm bead

Gaussian distribution histogram, the variations of the 0.5 lm

bead percentage were the most sensitive to any fluctuation in

FS settings. Third, this optimization of the settings could be

easily operated in real time before each series ofMP analyses, a

useful feature for routine use.

The ease of use came from the specific feature of the

Megamix tool, in which the two submicrometer beads were

mixed in a preset numerical ratio of 2 : 1 (0.5 lm/0.9 lm

ratio). The percentage of the 0.5 lm beads among the

submicrometer beads provided real-time guidance to the

operator for optimizing FS settings.

The standardizing potential of this approach was illus-

trated by the consistency of PMP counts both over time on

a single apparatus and between multiple instruments of

the same type (Beckman Coulter Cytomics FC500). The CV

lower than 10% observed in our time-dependent reproduc-

ibility study included variations due to the fluctuations of

instrument and those associated with the preanalytical step.

The inter-instrument variation (CV < 12%) indicated that

new-generation instruments of the same type could be used

interchangeably. This is a first useful step towards multicen-

ter studies.

Interestingly, using back-gating and colorization FCM

functions, we observed that the scatter distribution of PMPs

was always Gaussian-like, indicating that the size range chosen

may include a large-diameter PMP subset while ignoring a

lower-size one. Our observations support the concept that

PMPs are composed of subsets with distinct size ranges, as

previously suggested by Bode et al. [27]. In that study on PMPs

released in the supernatant of stored platelet concentrates

(PCs), the authors showed that the predominant population of

PMPs analyzed by FCM was larger than 0.5 lm relative to

monodisperse beads. The generation of this ÔlargeÕ PMP

ÔsubpopulationÕ in PCs was specifically inhibited by platelet

activation inhibitors [27]. Moreover, PMPs released under

collagen stimulation of platelets have been shown to be

composed of at least two different populations, one with an

apparent diameter from 0.4 to 0.6 lm and the other with an

apparent diameter from 0.08 to 0.2 lm [28].

Thus, the size distribution of PMPs resembles a two-part

floating body whose head is the only part that can be

reproducibly measured using FCM, because it is above the

water surface. The proportion between the (measurable)

head and the (submerged) bottom remains an open

question, and will require technological improvements to

be investigated.

Using this standardized method, we observed a significant

difference in PMP counts between men and women. Our

observation is in agreement with the recent report of gender-

specific differences in circulating MPs [29], showing that

women had higher PMP counts and variability along with

PMP increases during the menstrual cycle, especially in the

luteal phase. These differences are consistent with sex-related

differences in platelet counts and estrogen dependency of

proplatelet formation by megakaryocytes [30].

Besides providing additional support for hormonal control

of PMP counts, these gender differences should be now

considered in clinical practice. Future research directions are

also to examine the effect of other covariables on PMP

numbers (age, pre-menopausal/post-menopausal status, estro-

gen use, ethnic origin, or circadian rhythms) and to study other

less prevalent microparticles (endothelial-, leukocyte- and

erythrocyte-derived).

Conclusions

We propose a compromise solution to control the size-related

limits of flow cytometry during MP analysis. This original

calibrated-beads approach provides an appropriate strategy for

standardizing FCM-based PMP counts and new options for

multicenter studies, at least using a specific type of flow

cytometer. The next step is now to validate this methodology

on other types and brands of flow cytometer.
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     Résumé 

Les microparticules (MP) sont des vésicules qui résultent du bourgeonnement des membranes 

des cellules activées ou apoptotiques. Leur capacité à vectoriser des systèmes fonctionnels 

exprimés par leurs cellules d’origine nous a conduit à explorer, la génération de plasmine à 

leur surface. Dans un premier travail, nous montrons que les MP dérivées de cellules 

endothéliales (MPE) sont des surfaces catalytiques capables d’activer le plasminogène par le 

système de l’urokinase et de son récepteur (uPA/uPAR). Les MPE agissent comme des 

vecteurs de plasmine constituant une nouvelle voie dans la régulation des activités 

protéolytiques de l’endothélium. Dans un second travail, nous avons montré que l’uPA portée 

par les cellules ou par les MPE est spécifiquement impliquée dans un mécanisme 

reconnaissance du plasminogène lié à une autre surface biologique générant de la plasmine in 

situ avec une grande efficacité. Dans un troisième travail, nous montrons que cette activité 

fibrinolytique est détectable sur les MP extraites de la circulation sanguine, où elle est plus 

spécifiquement portée par les sous populations endothéliales et leucocytaires. Cette activité 

qui est dépendante de l’uPA mais aussi de l’activateur tissulaire du plasminogène, est 

modulée dans des pathologies cardiovasculaires et auto-immunes. Dans une seconde partie, la 

pertinence de la mesure des MP comme biomarqueur en pratique clinique nous a amené à 

nous focaliser sur leurs méthodes d’analyse. En effet, à l’heure actuelle, l’évaluation du 

bénéfice apporté par les MP est limitée par un manque de standardisation des méthodologies. 

Dans ce travail, nous présentons une nouvelle stratégie de standardisation de la cytométrie en 

flux (CMF) et son évaluation dans le cadre d’une étude multicentrique utilisant des micro-

billes fluorescentes calibrées en taille. Enfin, nous discutons dans une revue les limites 

actuelles de la CMF et les stratégies ou améliorations technologiques permettant de les 

dépasser. 
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