@ . . . .
o | > Master 1 Sciences des Médicaments et des Produits de Sante
universite FACULTE DE
PARIS-SACLAY : PHARMACIE UEMO9O07 - Partie Il. Physiologie Digestive et Cardiovasculaire

ED - Physiopathologie de la thrombo-inflammation

L’endothélium vasculaire dans la COVID19

Francois SALLER

francois.saller@universite-paris-saclay.fr

Jeudi 28 Novembre 2024

o
HITh Inserm  nversité

INSERM UMR 1176 PARIS-SACLAY

Hémostase La science pour la santé
Inflammation - Thrombose From science to health




Forte incidence de thromboses dans la COVID-19
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Activation endothéliale dans la COVID-19 ?
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Activation endothéliale chez les patients COVID+

Schmaier et ses collaborateurs (Schmaier et al. JCI Insight, 2021) ont cherché a utiliser des marqueurs
plasmatiques pour explorer I'activation endothéliale chez les patients COVID+. Pour cela, les auteurs
ont prélevé du plasma chez des patients présentant différents degrés de sévérité de la COVID19, et ont

quantifié par la technique ELISA les taux plasmatiques de ces différents marqueurs.
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Activation endothéliale chez les patients COVID+

3) En particulier, les auteurs ont utilisé les taux plasmatiques de Facteur Willebrand (FW) comme
marqueur pour évaluer I'activation endothéliale chez les patients COVID+. Quel est 'effet de I'activation

endothéliale attendez-vous sur les taux plasmatiques de FW ?
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Les corps de Welibel-Palade endothéliaux
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Activation endothéliale chez les patients COVID+

3) En particulier, les auteurs ont utilisé les taux plasmatiques de FW comme marqueur pour évaluer
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Activation endothéliale chez les patients COVID+

4) Commentez les résultats ci-dessous. Que pouvez suggeérer sur |'état d’activation des cellules

endothéliales chez les patients COVID+ ?
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Activation endothéliale chez les patients COVID+

5) Citez d’autres molécules contenues dans les corps de Weibel-Palade. Proposez 2 autres marqueurs
d’activation endothéliale a doser dans le plasma des patients COVID+, pour confirmer les résultats

précédents.
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5) Citez d’autres molécules contenues dans les corps de Weibel-Palade. Proposez 2 autres marqueurs

d’activation endothéliale a doser dans le plasma des patients COVID+, pour confirmer les résultats

précédents.
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Exocytose des corps de Weibel-Palade endothéeliaux

FW

Processus rapide

Sécrétion ou exposition de

Endothélium

Activé

molécules thrombo-

inflammatoires

P-sélectine

FW B-Catenin Corps de Weibel-Palade

Angiopoiétine-2



Marqueurs de l'activation endotheliale
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Activation endothéliale dans la COVID-19

6) Les résultats des mesures des taux plasmatique d’Ang-2 et de P-sélectine soluble (Figure B) sont-ils en

accord avec les résultats de la mesure des taux plasmatiques de VWF (Figure A) ?
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Activation endothéliale dans la COVID-19

7) Enumérez les molécules d’adhérence endothéliales qui sont exprimées a la surface d’'un endothélium

suite a son activation. Quelles réponses entraine I'expression de ces molécules ?
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Molécules d’adhérence endothéliales

P-selectin
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Adhérence cellulaire transitoire : sélectines
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Molecules d’adhérence cellulaire : CAMs (jonctions d’ancrage)
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Activation endothéliale dans la COVID-19
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Activation endothéliale dans la COVID-19

8) En vous basant sur 'ensemble des résultats obtenus, que pouvez conclure quant a I'état d’activation

endothéliale chez les patients COVID+ ?

Schmaier et al. JCI Insight, 2021



Activation endothéliale dans la COVID-19
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Effets de plasmas de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

Cohorte de 98 patients COVID-19
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Cellules endothéliales humaines

Culture in vitro (culture primaire)
Analyse du phénotype
- Expression de genes (RT-gPCR)

- Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs

Schmaier et al., JCI Insight, 2021



Effets de plasmas de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

9) Les auteurs de I'étude ont mesuré I'expression de molécules d’adhérences endothéliales (E-sélectine,
ICAM-1, VCAM-1) sur des HUVECSs traitées avec les plasmas de patients COVID+. Commentez les résultats

obtenus.
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Effets de plasmas de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales
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Effets de plasmas de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales
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Effets de plasmas de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

9) Les auteurs de I'étude ont mesuré I'expression de molécules d’adhérences endothéliales (E-sélectine,
ICAM-1, VCAM-1) sur des HUVECSs traitées avec les plasmas de patients COVID+. Commentez les résultats

obtenus.
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs

10) Afin d’étudier les réponses procoagulantes induites par les plasmas de patients COVID+ sur les HUVECs,
les auteurs de I'’étude ont mesuré la génération de thrombine a la surface de ces cellules. Commentez les

résultats obtenus.
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs

10) Afin d’étudier les réponses procoagulantes induites par les plasmas de patients COVID+ sur les HUVECs,
les auteurs de I'’étude ont mesuré la génération de thrombine a la surface de ces cellules. Commentez les

résultats obtenus.
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs

10) Afin d’étudier les réponses procoagulantes induites par les plasmas de patients COVID+ sur les HUVECs,
les auteurs de I'’étude ont mesuré la génération de thrombine a la surface de ces cellules. Commentez les

résultats obtenus.
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Mesure de la coagulation a la surface des HUVECs

10) Afin d’étudier les réponses procoagulantes induites par les plasmas de patients COVID+ sur les HUVECs,
les auteurs de I'’étude ont mesuré la génération de thrombine a la surface de ces cellules. Commentez les

résultats obtenus.
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Coagulation a la surface d’'un endothélium active

11) Explicitez les réponses thrombotiques montées a la surface d’'un endothélium activé, en particulier les

mecanismes qui peuvent conduire a une activation de la coagulation a la surface d’'un endothélium activé.



Coagulation a la surface d’'un endothélium activé

11) Explicitez les réponses thrombotiques montées a la surface d’un endothélium activé, en particulier les

mecanismes qui peuvent conduire a une activation de la coagulation a la surface d’'un endothélium activé.

Stimulation de le

Coagulation

A

@ @ Phospholipides

®@ FT anioniques (PtdSer)
S L eeeeee
= e 14T 1

Activation

Un endothélium activé est thrombogéene



Effets de plasma de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

13) Les auteurs ont mesuré par RT-qPCR I'expression de facteur tissulaire (FT) dans les HUVECs traitées
avec les plasmas de patients COVID+. Ces résultats peuvent-ils expliquer les précédents effets observés au

niveau de la génération de thrombine a la surface de ces cellules ?
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Roéle du facteur tissulaire (FT) dans la cascade de la coagulation

FT

Facteur Tissulaire (FT)
= Déclencheur de la
coagulation

en « activant » le FVlla

/ FlXa
Lo+
- FVilla < FVill
FVila
1 \
FX =ttty FXa |
1 1
\ +Fva < FV

Prothrombine J—»Thrombine

Fibrinogéne —*—» Fibrine 1

Activation
plaquettaire




Roéle du facteur tissulaire (FT) dans la cascade de la coagulation

Un endothélium intact protége le sang du sous-endothélium FIX
qui est tres thrombogéne (collagéne, FT)
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Effets de plasma de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

14) Les auteurs ont ensuite chercher a mesurer I'expression de phosphatidylsérine a la surface des
HUVECSs traitées par les plasmas de patients COVID+ sévéeres. Pourquoi ont-ils utilisé de 'Annexine V

fluorescente (AnnV-FITC) ? Que pouvez-vous conclure des résultats obtenus ?
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Effets de plasma de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

14) Les auteurs ont ensuite chercher a mesurer I'expression de phosphatidylsérine a la surface des
HUVECSs traitées par les plasmas de patients COVID+ sévéeres. Pourquoi ont-ils utilisé de 'Annexine V

fluorescente (AnnV-FITC) ? Que pouvez-vous conclure des résultats obtenus ?
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HUVECs \v AnnV ST Annv q
B i . ;T- > 9 'exposition de PtdSer

PtdSer



Effets de plasma de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

14) Les auteurs ont ensuite chercher a mesurer I'expression de phosphatidylsérine a la surface des
HUVECSs traitées par les plasmas de patients COVID+ sévéeres. Pourquoi ont-ils utilisé de 'Annexine V

fluorescente (AnnV-FITC) ? Que pouvez-vous conclure des résultats obtenus ?
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Scramblases : TMEM16F et Xkr8

Cellule endothéliale activée

Cellule apoptotique
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Hankins et al., Traffic, 2014



Effets procoagulants de I'exposition de phosphatidylsérine
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L'endothelium est naturellement anticoagulant

15) Enumérez les molécules produites ou exprimées a la surface des cellules endothéliales et qui leur conferent

leurs propriétés anticoagulantes.
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L'endothélium est naturellement antithrombotique

¢ ADP/ ™

k2 : AMJ55+P,

—"CD39/Ecto v _
ADPase essel relaxation

TM = Thrombomodulin

APC = Activated Protein C
Jackson et al. Blood 2019



Le systeme anticoagulant de la protéine C activée (PCa)

PC g A
a Mécanisme endothélial
de défense, activé par la

PC . thrombine

EPCR Coagulation
Thrombine (

T A AT T A TV Encotner

Thrombine = Enzyme qui clive la PC en PC activée (PCa)

™

J

TM (Thrombomoduline) = Récepteur endothélial permettant de  Alasurface de
faire changer la thrombine de spécificité 'endothélium

EPCR = Cofacteur qui augmente fortement I'activation de la PC



Effets de plasma de patients COVID19+ sur les cellules endothéliales

16) L'expression de thrombomoduline et EPCR a été mesurée sur des HUVECs traitées avec les plasmas

de patients COVID+. Qu’en concluez-vous ?
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** P <0.001, *** P<0.001 Schmaier et al. JCI Insight, 2021
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16) L'expression de thrombomoduline et EPCR a été mesurée sur des HUVECs traitées avec les plasmas

de patients COVID+. Qu’en concluez-vous ?
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Déregulation du systeme de la PCa dans la COVID-19

17) Les auteurs ont également évalué la présence de de thrombomoduline et d’EPCR au niveau des

vaisseaux sanguins des patients COVID+ sévéres, en utilisant leur technique de microscopie a

immunofluorescence sur des coupes de poumons de patients morts a a suite d’'une infection sévére par le

SARS-CoV?2. Les résultats sont-ils en accord avec les résultats précédents ?

Coupes de poumons obtenues apres
autopsie de patients morts d’une forme
sévere de COVID-19 (COVID, n = 5).

Echantillons contrbles obtenus a partir
de marges saines de résections
pulmonaires (cancer) (Control, n = 4)

DAPI

EPCR

DAPI

100 um

THBD MFI

EPCR MFI

Control COVID
1.5 — *kkk ***x P <0.0001

Control COVID



Importante activation endothéliale dans la COVID19 severe
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